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Uber Verbindungen zwischen Muskelproteinen und Dextrinen. 
{V. Teil der Untersuchungen tiber Polysaccharoproteide ', 
Von 
St. J. von Praylecki und R. Majmin. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1935.) 


Muskelproteine, besonders Myosin, weisen eine groBe Affinitat 
sowohl zu phosphorfreien wie zu phosphorhaltigen Polysacchariden auf. 
Unsere Untersuchungen tiber die Bindung von Starke mit Myosin 
zeigten, da bei Kinhaltung bestimmter Verhaltnisse eine stabile irre- 
versible Verbindung entsteht!. Die eingehendere Analyse dieser Sym- 
plexe zwischen Muskelproteinen und Dextrinen zeigte, daB verschiedene 
Proteine sehr verschiedene Verbindungen mit Dextrin geben. 

Das Myosin gibt sowohl irreversible, von der Verdiinnung unab- 
hangige, als auch leicht durch Entfernung des freien Dextrins zerlegbare 
Komplexe. Dieses verschiedene Verhalten des Dextrinomyosins, das 
in vielen Eigenschaften dem nativen, im Muskel anwesenden Glykogeno- 
myosin ahnlich ist, wird in diesem Teil unserer Untersuchungsreihe 
behandelt. Hierzu wird der EinfluB der Art der Myosinbereitung, der 
Xeinheit des Myosins, des px der Lésung, der Myosinkonzentration, der 
Dextrinkonzentration, der Verdiinnung durch Zugabe des Lésungs- 
mittels oder der Zusaétze anderer Stoffe analysiert. Auch die Bindungs- 
fahigkeit des Globulins X wurde in Betracht gezogen. 

Die allgemeine Methodik wurde schon in unserer vorhergehenden Arbeit 
(l. ec.) angegeben. Die Bereitung der Muskelproteine wird bei jedem Versuch 
beschrieben. Das verwendete Dextrin war ,,Merck reinst**, es enthielt 
viel Asche. Die Zahlen sind Mittelwerte aus drei bis vier Einzelbestimmungen. 


A. Rindfleisch. 


I. Es wurden Versuche ausgefiihrt, um die Kinetik der Bindung 
zu verfolgen. In einer Versuchsreihe kamen Myosinlésungen zur Ver- 
wendung, die aus reinem Myosin durch Lésen in Lauge (pu 9,5) her- 
gestellt wurden. In einer anderen Reihe wurden frische NaHCO,- 
haltige Myosinlésungen angewandt (pu 8,5). Gleichzeitig wurde die 
Kinetik in Systemen untersucht, in denen das Dextrin dem durch 
HCl ausgefallten Niederschlag (py etwa 7) zugesetzt war oder das 
Myosin nach der Dextrinzugabe durch HC] ausgefallt wurde. 


1 IIL. Mitteilung: v. Przytecki u. Majmin, diese Zeitschr. 273, 262, 1934. 
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In einer Versuchsreihe wurden Myosin und Dextrin in Zentrifugen- 
glasern vermischt, dann verschiedene Zeiten (0 bis 12 Stunden) stehen- 
gelassen, HCl zugesetzt und sofort zentrifugiert. In einer zweiten Reihe 
wurde das Myosin mit HCl ausgefallt, Dextrin zugesetzt und nach ahnlichen 
Zeiten zentrifugiert. ; 

In der ersten Versuchsserie wurden die Komponenten im Solzustande 
verschiedene Zeiten bei py 10 oder 8,5 gehalten und sofort nach der Aus- 
fallung zentrifugiert. In der zweiten wurden sie nach der Myosinausfallung 
verschiedene Zeiten lang bei py 6 bis 8 gehalten. 

Die Versuche mit Myosin in natronalkalischer Lésung zeigten, daB 
sich das Gleichgewicht: freies Dextrin/an Myosin gebundenes Dextrin, 
erst nach 2 bis 4 Stunden einstellt. Im Gegensatz hierzu zeigten die 

Versuche mit Bicarbonat, dab 

Tabelle I. Kinetik der Entstehung hier das Gleichgewicht viel 
von Dextrinomyosin. schneller erreicht wird, und 

zwar schon nach 30 bis 60 Mi- 





Die Dextrine bilden 9/9 des 





Niederschlags nuten. In denjenigen Ver- 
25 cem Myosin 25 cem Myosin suchen, in denen das Myosin 
Zeit + 25 com + 25 cem . 


nach dem|| #°/oiges Dextrin, 4 %/,iges Dextrin, nicht stark mit Alkali versetzt 


Jer- etwa 10, + HCl verschiedene . nr ‘ 
Mi. il PH bis pn 7 Zeiten stehen- wurde, ist das Gleichgewicht 
, . ’ ¢ . ° - 
verschiedene ps dann in beiden Versuchsarten von 
Zeiten stehen- IS Py 7 


| ‘gelassen und _ sofort zentrifugiert der Zeit, in der die beiden 


ste evehnitn ce Komponenten nach dem Aus- 

Sofort | 15 15 fallen miteinander verblieben, 
a Min. | hie = fast unabhaingig. Der End- 
1 Std. || 30 21 zustand ist aber bei dem Myo- 

ee 30 18 sin, das durch NaOH stark 

k oe = alkalisch gemacht wurde, ein 


anderer (Tabelle I). 


Nicht stark alkalisiertes Myosin F 
’ II. Wenn in verschiedener 


rgd = | 4 Weise bereitetes Myosin (200 
30 : > 31 30 bis 400 mg) mit immer der- 
1 Std. 34 32 selben Dextrinmenge bei glei- 
: : _ 5 cher Konzentration gemischt, 
an 33 32 mit HCl ausgefallt und 12 


bis 20 Stunden stehengelassen 
wurde, hat die Ausfillung trotzdem einen verschiedenen Gehalt an 
Dextrin. Bei einer Dextrinkonzentration von 2 bis 3°% und pu 6 bis 8,5 
variiert der Anteil des Polysaccharids im Niederschlag zwischen 8 
und 40%. 

Wenn wir fiir das verwendete Dextrin ein Molekulargewicht von 
10000 und fiir Myosin von | Million annehmen, kommen wir zu Sym- 
plexen, deren Zusammensetzung zwischen D,) und DM variiert. Das 
Molgewicht des Symplexes ware etwa 1100000 bis 1700000, und 1 Mole- 
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kil Dextrin entspricht 15000 als Molaquivalent des Myosins. Bei py 9 
bekamen wir in einigen Fallen Symplexe mit 60% Dextrin, in denen 
die Teilchen die Formel D,,, M haben. 

Das Molgewicht eines Teilchens ware somit 2500000 und das 
Molaquivalent von Myosin: 7000. 


III. Ochsenfleisch, frisch aus dem Schlachthaus geliefert, wurde in 
einer Fleischmaschine gut zerhackt, in Portionen von 100 bis 500 g geteilt 
und mit dem fiinffachen Volumen H,O, 0,5°% iger KCl- oder NaCl-Lésung 
2mal geschiittelt, dann in 1% NaHCO, mit oder ohne 0,5% KCl geloést. 
Die Lésung wurde durch Filtrieren vom Brei getrennt und durch Zugabe 
von HCl auf verschiedene py gebracht. In einem Falle (Versuch 2, Ta- 
belle ILb) wurde eine Myosinlésung in 1%igem Bicarbonat untersucht, 
ohne daB der das Myosin liefernde Muskelbrei vorher mit Wasser oder 
KCl-Lésung ausgewaschen worden war. 

Zum Myosin wurden verschieden konzentrierte Dextrinlésungen ge- 
setzt. 

In allen Fallen wurde mit reinem Myosin gearbeitet. Die bei den Ver- 
suchen anwesenden Salze waren in Konzentrationen vorhanden, die weit 
iiber denjenigen lagen, die fiir die Ausfallbarkeit des Globulins X notwendig 
sind. Das Myogen blieb unter den Bedingungen der Versuche in Lésung?. 

Das ausgefallene Myosin wurde entweder direkt oder nach dem Aus- 
waschen und Auflésen in alkalischer Lésung zu den Versuchen gebraucht. 


Die in der Tabelle I] zusammengestellten Daten zeigen, daf iiber- 
haupt zwei sehr verschiedene Verbindungsarten méglich sind. 

In einigen Versuchen bekommt man bei einer groBen Reihe von 
Dextrinkonzentrationen 


ganz ahnliche Anteile Tabelle Ila. 

von Dextrin im Nieder- Einflu8B der Dextrinkonzentration. 
schlag; in anderen Fal- gs wurden iiberall 200 bis 400 mg Myosin an- 
len erhielten wir Aus- gewandt. Volumen = 50 cem. Das Myosin 


fallungen, in welchen war drei- bis viermal gewaschen. HCl nach Dex- 


: . . “in zugesetzt. Typen der irreversiblen Bindung. 
bei bestimmten Dextrin-  *™™ 2ugesetzt. Lyp 8 





konzentrationen die An- I. 
vile 2c P, reanecharids 
teile des Polysaccharids Ojy des . ee dan 
im Niederschlag der Dex- Dextrins Dextrin- Beaten 9/9 Range 
: 5 in der menge n der extrine, die im 
trinkonzentration der Ausgangs- Ausfillung | Niederschlag 
om p lisung mg gebunden sind 
Lésung direkt propor- 
tional sind. Bei dem 1.5 70 | #181 | 3.95 
r = ° on ‘ } ne 
ersten Typ fallt die 0,75 | 3875 sy 6,6 
4 : > ) ( 25 j 8 
Konzentration der Dex- 20 | 125 1 1 
trine in der Ausfallung Dasselbe System mit m <% 0,5% iger KCl 
3 } , verdiinnt. 
nicht unter 10%. ‘ 
; a 0,15 || 760 10 2,7 
IV. Myosin vor oder 0,075 | 375 12 ; 
nach dem Zusatz von 0,025 | 125 9 15,2 


1 H.H. Weber, Ergebn. d. Physiol. 36, 123, 1934. 
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Tabelle Ilb. Reversible Bindungsart. 











‘ Tee 
Ausgangs- Nieder- ob = = Ausgangs- Nieder- oo eal) a5 
lésung schlag = — = lésung schlag 23S s Fa oo 
F; E: gue | BEE 
neni 5 |) a ——_—| E38 | “i808 
%o mg 3 ” 9/9 mg Sse | bo 
PennNet —_—_———' 0, | mg 228) | 
Dextrin ; te Dextrin 5 S x 
II. 0.18 | 90 9,5 | 19 21,1 | 3,7 
25 | 1250!20 | 40) 32 | 30,21909 | 45 5 10 | 22,2 | 35 
125 625 10 | 20) 32 | 30,2 | 9,045) 22,5 2,5 22,0 | 3,5 
062 312) 85/17) 55 | 17,3] 1,5* |1250 10 (27,5) 22,0 | 3,55 
0,31 156 8 16 |} 10 9,0 IV. 
vie 4 On p 
0,075 40 || 5 10 || 25 3,0 0.4 200 16 39 16 37 
III. 0,2 100 7,5 | 15 15 3,5 
1,5 750/138 | 26) 35 | 802791 50 | 3,75) 7,5) 15 | 35 
0.75 875 || 15 30 8.0 11,5 | 9,05 2é 2,0 | 4,0) 16 3,7 
0,3 


875 | 180 || 9,5] 19 || 10,6 8,5 


Es wurde eine sehr grofe Menge Myosin (etwa 1,2 g) zum Dextrin zugesetzt. 
3 £ 


Dextrin im Sol- oder Gelzustande (durch HCl-Zugabe hervorgerufen) 
wurde mit verschiedenen Volumina H,O oder 0,5 %iger KCl-Lésung ver- 
diinnt und nach 24 Stunden der Niederschlag analysiert. 

Unter verschiedenen Bedingungen beobachteten wir zwei ganz 
verschiedene Ausfallungsarten. In dem einen Falle wurde eine Ver- 


Tabelle II]. EinfluB der Volumenanderung. 








I ll. iil. IV. 
20 cem Myosin 25 cem Myosin 25 eem Myosin 25 ecm Myosin 
+ 20 cem 2°/,iges + 25 cem 3 °/piges + 25 eem 3°/piges + HCl + H2,0 
Dextrin mit H,0 Dextrin + H,0, Dextrin + H20, + 25 ecm 
verdiinnt dann HCl dann HCl 3°/,iges Dextrin 
| 0%) Dextrin > Dextrin «J Dextrin | 09 Dextrin 
Vol. | ; .  inder | Vol. 8 in der || Vol. | , in der | Vol. | ; in der 
i) aoe phere Ses r | s Hoey i —— or ol. | 8 teen pa 
OSUng  tallung ane | fillung 40SUNg | fallung OSune | fallung 
40! 1,0 17,5 560; 1,5 19 50) 1,5 13 50} 1,5 21 
50' 0,8 16,0 60 | 1,25 | 15 75; 1,0 10 75} 1,0 8 
60 0,66 14,5 70 1,07 16,5 100| 0,75 8 100 0,75 = 11 
80 0,5 10,5 90 O08 13,5 150) 0,5 7,5 150 0,5 13 
120 033 10,0 | 130 0,6 19 250) 0,31 5,5 550 0,14 9 
200 0,2 10,0 | 210: 036 | 215 | 550} 0,14 | 2,0 | 1050} 0,07 | 10 
550 | 0,13 | 20 1050 0,07 50 0 8,5 
mit 0,59/9 KCl Myosin + HCl, dann Myosin + H,O 
verdiinnt H, O und Dextrin + Dextrin + HCI 
40; 1,0 | 165 | 50| 1,5 | 21 50, 1,5 | 21 
50, (0,8 15 60 | 1,25 | 20,5 75 = 1,0 13,5 
60 0,66 | 14 70! 1,07 | 14 109, 0,75 13,5 
80. 0,5 17 90 0,8 12,5 150 0,5 13 
120 0,33 14,5 1380 0,6 12,0 | 550 0,14 7 
200, 0,2 10,5 || 210; 0,86 | 10,5 1050 0,07 4 
510 | 0,13 | 7 
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minderung des Dextrinanteiles im Niederschlag beobachtet (Tabelle 11, 
Versuch 4), bei dem anderen bleibt die Zusammensetzung der Aus- 
fallung ganz unverandert (Versuch 2) oder er fallt bis zu etwa 10°, um 
weiterhin ganz unabhangig von der Verdiinnung zu bleiben (Versuch 1). 


Besonders interessant ist Versuch 2, in dem ein Teil der Myosin- 
lésungen mit H,O und Dextrin gemischt und erst dann ausgefallt wurde, 
in dem zweiten Teil wurde mit HCl vor der Zugabe von Dextrin 
und Wasser versetzt. In den ersten Portionen war fast keine Anderung 
in der Zusammensetzung des Niederschlags, in den folgenden ein Abfall 
von 21,5 auf 10,5°% nachzuweisen. In anderen Versuchen haben wir 
auch dann, wenn HC] vor dem H,O und dem Dextrin zugegeben wurde, 
eine groBe Unabhangigkeit beobachtet. KCl veranlaBt besonders bei 
kleinen Dextrinkonzentrationen eine von der Konzentration unab- 
hangigere Zusammensetzung des Niederschlags. 


Auch mehrfaches Auswaschen des Niederschlags mit H,O oder 
KCl-Lésung gab zweierlei Resultate. 


Viele Dextrinomyosinausfallungen kénnen durch  wiederholtes 
Dekantieren und Auswaschen ganz getrennt werden. Es bleiben voll- 
standig oder fast vollstaéndig dextrinfreie Myosingele zuriick. In 
anderen Versuchen ist es ganz anders: Der Symplex laéBt sich nicht 
vollkommen in seine Komponenten zerlegen; nur bis zu einem be- 
stimmten Grad oder fast gar nicht wird die Konstitution des Nieder- 
schlags verandert. So wird in einigen Versuchen durch dreimaliges 


Tabelle IV. Auswaschen. 





Der Niederschlag 
_enthalt lo Dextrin 


Nr vor nach 
dem Aus- dem Aus- 
waschen* waschen* 


1 | 25cem Myosinlésung + 25 cem 4°/,iges Dextrin mit 


HCl auf py 3, dann mit NaOH auf py7 gebracht 10,9 Q** 
1 | 25 cem Myosinlésung + 25 ecm 4°/,iges Dextrin so- 
fort auf py 7 durch nO gebracht a es 10,8 Q** 


1 | 25 ecm Myosinlésung + 25 ccm 4°/,iges Dextrin n mit 


NaOH auf pq 10 und dann mit HCl auf pg 7 


gebracht .. 9,6 0 ** 
2 | 25eem Myosinlisung 42 5 ecm "40 oiges Dextrin mit 

HCl auf py 7,7 gepencht VS 15 6,5** 
2 | 25eem Myosinlésung + 25 ceem 49), iges Dextrin mit 

HCl auf py 7,7 ae oie | 14,5 8,0 *** 
3 | 25 cem Myosinlosung + 25 cem 4°/,iges Dextrin auf | 

pu 7,5 mit HCl gebracht. . 17 10,0 ** 
4 25 eem Myosinlésung + 25 cem 4°), iges Dextrin auf | 

Ga 40 wit BC gebracht . 3.) ci ek ee Oa 14,0 *** 


* Der entstandene Niederschlag wurde von der Fliissigkeit abgetrennt und 3- bis 4mal 
mit 4 Liter H,O oder 0,5°/)iger KCl-Lésung gut ausgewaschen. — ** Mit H,O ausgewaschen. 
— *** Mit 0,59/,igem KCl ausgewaschen.* 
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Auswaschen mit H,O oder KCl das gesamte Dextrin der Ausfallung 
entfernt; in anderen Versuchen betragt es aber noch 30 bis 60 oder 
sogar 100°% der Ausgangskonzentration. Im letzten Falle wird die 
Zusammensetzung auch durch pux-Verschiebungen nicht geandert 
(Tabelle IV). 

Auch ein neuer Zusatz von Dextrin, der die Konzentration der 
Dextrine im System stark andert (z. B. von 0,21 auf 0,58%), iibt auf 
die Konstitution des Symplexes der zweiten Art keinen EinfluB aus 
(Tabelle V). 

Tabelle V. 
50 cem Myosin + HCl 500 cem H,O + 50 cem 2,5% iges Dextrin. Nach 
1 Stunde wurden verschiedene Mengen von 5%igem Dextrin zugesetzt. 





Zuge- cain ee en Zuge- Scie a 
setztes g Dextrin 1 *) ol 3390, 06> «| setztes | g Dextrin cea a, Sey 
Dextrin in Lisung — Niederschlags | Dextrin| in Lisung or _Niederschlags 

ecm I. Il. eem IL. 

0 1,25 0,21 7 11 30 2,75 0,44 6 12 
10 1,75 0,29 6,5 | 10,5 50 3,75 0,58 7,9 10 
20 2,25 0,36 8 12 





V. Die Zusammensetzung des Symplexes ist teilweise auch von der 
Myosinmenge abhangig (Tabelle VI). In bestimmten Grenzen existiert 
aber eine vollstandige Unabhangigkeit. 


Tabelle VI. Einflu8 der Myosinmenge. 





Dextrin 

i] bildet 
Nr. || Versuchsart 9/9 des 
Nieder- 
schlags 

1 50ccm Myosin + 150 cem H,O + 109 cem 2°/piges Dextrin . . . | 2i 
100 , w + 100 H,O+100 , 2 , a Saran 23 
200 , ae rey Oe Oe bs On ee 

21 20 , » +140 , 1%iges NaCl + 169cem 3%iges Dextrin | 28 
40 , » +120 , 1 , NaCl+160 ,3 , ‘. 22 

80 , ee sic. | Sie lets 6S) ce aa = 21 
MW ye eo SS eee oe : 18 


VI. Verschiedene Dextrinomyosine verhalten sich gegen pu- 
Anderungen verschieden. Einige Myosinpraparate geben mit Dextrin 
Symplexe, deren Zusammensetzung in einem groBen Bereich vom pu 
unabhangig ist. Dies betrifft besonders diejenigen Praparate, die geringe 
Affinitat zum Myosin haben. Andere Praparate geben stark variierende 
Verhiiltnisse von Dextrin zum Myosin schon bei sehr geringen pu-Ande- 
rungen. So z. B. im Versuch 5 enthalt der Niederschlag bei pu 8,9 etwa 























nes agus 


Cee at pesca 
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7°%, Dextrin, bei pu 8,1 etwa 30% und bei px 7,5 20°). Bei demselben 
pu, Z. B. px 8,5, wurden dann sehr verschiedene Anteile Dextrin im 
Niederschlag beobachtet, wenn verschieden bereitete Myosinpriparate 
angewandt wurden. Die Grenzen liegen zwischen 11 und 41%. Einige 
Praparate gaben viel héhere Anteile von Dextrin bei niedrigem pu (6,4), 


andere bei héherem (pu 8,5) (Labelle VIT). 


Tabelle VII. 


EinfluB von py. 














I. II. Il. EY: vi. VI. 
; Oo i j “% 0 0 0 0 0 0 0 0 i 0 0 : 
Dextrin Dextrin Dextrin Dextrin Dextrin Dextrin 
st Nieder- a Nieder- Pu Nieder- Pu Nieder- ie Nieder- Pa Wiehe 
schlag schlag schlag schlag schlag schlag 
6,9 il 7,8 14 4,8 15 5,1 11 7,9 20 |82 32 
9,2 53 8,4 12 =6,0 11 6.6 36 8,1 27 8,3 32 
8,8 11 yA ie 88 20,5 (86 23 «'85 32 
8,4 11,5 8,8 17 186 32 


I. Das Myosin war ein Praparat, das bis py 10,5 alkalisiert wurde. 

Il. und Ifl. Der Muskelbrei wurde zweimal mit H,O ausgewaschen, 
in 1%igem NaHCO, gelést, zweimal in HCl ausgefallt und in NaOH 
gelést. 

IV. und V. waren Priaparate, die sofort nach dem Lésen in 1 %igem 
NaHCO, mit Dextrin vermischt und durch HCl auf verschiedene py ge- 
bracht wurden. 


VI. wie V., aber in 0,5 °jiger KCl-Lésung. 


Alle diese Unterschiede hingen von der Behandlung des Muskels 
und der Art der Bereitung des Myosins ab. Die nicht reversiblen und 
die reversiblen Verbindungen wurden bei sehr verschiedenem px gleich- 
zeitig beobachtet. So haben wir z. B. bei pu 6 und 8,1 sowohl die eine 
als auch die andere Form erhalten. 

VII. Wir werden, um dies zu beweisen, einige Versuchsbeispiele 
mit verschiedenen Myosinpraparaten und Muskelausziigen in den 
Tabellen VIII und IX geben, ohne daB jedoch schon Schliisse hieraus 
gezogen werden sollen. 

VIII. Die Tabelle X zeigt die GréBe des Salzeffektes. Der Anteil 
der Dextrine im Niederschlag kann durch Zugabe von kleinen KCl- 
Mengen bis zu dreimal gréBer werden. Eine weitere Erhéhung der 
Konzentration ibt keinen gréBeren EinfluB aus. Die Dextrine enthalten 
ziemlich viel Asche, weshalb hier von einer salzfreien Lésung in der 
Kontrolle nicht gesprochen werden kann. 








200g Ochsenfleisch wurden mit 2 Liter Fliissigkeit 2 
der fliissige Teil abgetrennt, der Rest wurde 
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Tabelle VIII. 





geschiittelt und die Manipulationen einige Male wiederholt (3.) (4.). 


Stunden geschiittelt (1.), 
weiter mit neuer Fliissigkeit (2.) 





to 


auf die Zusammensetzung des Niederschlags. 


I. Portion des Muskelbreis. 


Muskelbrei + H,0 — Auszug (25cem mit 300 mg Eiweib) mit 
HCl bis pq 3.5 angesauert, dann auf Pu 7 —— sht + 25 cem 
4° iges Dextrin. 


Der gebliebene Rest + H,O — ‘sae it ls mit 300 x mg 
Kiweif) mit HCl bis py 3,5 angesiuert, dann auf Pu 7 ge- 
bracht + 25 ccm 4°,iges Dextrin, gab einen sebr geringen 
Niederschlag. 

Der gebliebene Rest mit 1°, NaHCO ;. Die Ausfallung bei 
Py 8,6 mit Dextrin geschittelt . 

Der gebliebene Rest mit 1% NaHCQs. 
pu 8.2 mit Dextrin geschiittelt . . 


Die Ausfillung bei 


II. Portion des Muskelbreis. 


Muskelbrei + H,O mit HCl auf py 4 eee tht und mit NaOH 
auf pq 7 neutralisiert . cate ode , 
Der restierende Brei + H,O mit HCl as pu 4 ean oa 


mit NaOH auf py 7 T° fast keine Ausfallung. 


Brei + 1% NaHC al + 2°) KCl, zweifach verdiinnt mit oP, 
Pu 6,4 ; z ee Tae SB : 
Brei + 19%, NaHC Os a 20 6 KCl, zweifach verdinnt mit 10, 
Pu 6,5. ae eet ie on ak ae ee ee : : 


III. 


‘Muskelbrei mit 0,5% KCI, Recent bis Py 
auf pq 7,5 gebracht . 


Portion des Muskelbreis. 
4 — durch NaOH 


Der restierende Brei mit 0,5°%, K Ci, angesiuert bis py 4 — durch 
NaOH auf py 8 gebracht : ari 


mit HCl auf pq 6.7 gebracht . 
HO; 


NaHCO, 
NaHCO, , 


Brei mit 1°,, 


a, | PR 7 oder 7,8 gebracht . 


IV. Portion des Muskelbreis. 


Muskelbrei + 0,5% KCl, bei py 6,4 . 


Der verbliebene Brei + 0,5% 


KCl, bei py 3 angesaiuert und 
auf pq 7 gebracht Heres : ae : 
Der verbliebene Brei + 2% KCl. mit H,O verdiinnt auf 0,5% 

KCl, pg 6,5 PAGE ceed a ene eens ae eee 


Toluol hat, wie vergleichende Versuche zeigen, 


keinen 


Der Nieder- 


schlag 
enthalt 
Dextrin 


0 
U) 


to 
or 
ou 


38,5 


bo 
cr 


41 


39 


KinfluB 
Die Gegenwart von 
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Tabelle IX. 


25cem Muskelauszug, in spaiter angegebener Weise bereitet, wurden mit 
25ceem 4% iger Dextrinlésung geschiittelt und bei bestimmtem py aus- 
gefallt. Die parallele Portion war mit 2 Liter H,O verdiinnt, so da die 
Dextrinkonzentration 0,2% war. Die Analysen wurden nach 24 Stunden 


. ausgefiihrt. 





Der Niederschlag 
enthalt Dextrinprozente 
Nr. ensenn tmae - 
ohne Ver- nach Ver- 
diinnung diinnung 


I. Portion. 


1 Muskelbrei + 0,5°, KCl > py 4 ~ 7+ Dextrin . 27 7 
2 Der gebliebene Brei + 0,5% KCl > py 4 ~> 7 

+ Dextrin. ... Bg ere vn eros sae a 21 10 
3. Der gebliebene Brei + 19% NaHCO, — pg 7,5 

+ Dextrin. ... DLO mE ene ite ae 21 
4 | Der gebliebene Brei +1% NaHCO; — py 6,5 

+ Dextrin. 22 22 

II. Portion. 

1 Muskelbrei + H,0 — py 4 — pg etwa 7 + Dextrin 23 3,6 
y Der gebliebene Brei + H,O, fast keine Ausfallung. 
3a m > ke wore” —> pq 7,5 

‘Ng Dextrin. . . : eee ; 17 2.6 
3b. Derselbe Auszug mit NaOH — py 9 mit HCl > pg 8 

ROBBINS ee ces Sie taal ek ae 20 18.0 
4 | Der gebliebene Brei + 1°, NaHCO, —~ pg 7,0 

I. Soe eta oR eisai sio sates 29 -- 

Ill. Portion. 

1 | Muskelbrei+1% NaCl > pg 4 —> px etwa 7+ Dextrin 15 7 
2 | Der gebliebene Brei + 1°, NaCl » py 4 —> py 

etwa 7 + Dextrin ans ‘ 29 7 
3a) Der gebliebene Brei + 1% NaHCO, + 0,5°,, NaCl 

—> py 7,5+ Dextrin. ... , PeOiatbane 23 | - 
3b) Derselbe Auszug wie 3a + NaQH + HCl > pg 7,5 

+ Dextrin. . .. ? 25 -— 
4a| Der verbliebene Rest + 0, 15%), NaCl + 1°% NaHCO, 

—> py 7,5+Dextrin. ... Pea 32 -- 
4b) Derselbe Auszug wie 4a + NaOH + HCl — pg 7,5 

abe Dente cite: eh. a dale Selah Sea ke ada 29 — 


Propanol vermindert die Dextrinkonzentration des Niederschlags. 


Anstatt 17% bildeten die Dextrine nur 8% der Ausfallung. 
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Tabelle X. EinfluB der Salze. 





: Dextrin 
voxea ge 

0 0 rr 
25 cem Myosinlésung + 25cem 3°/piges Dextrin + 25 ccm H,O 0 6 
5 , s a i ie a 1 18 
i a + 25 S ee Geert 0,2 20 
TID oa a + 25 es i: +25 , - 0.4 19 
i +25 , 3 at +25 , » 0,8 1y 
25. . o +25 . 8 a 7 18 
25°, 24 —20-. 8 » + 5eem Toluol 0,1 17 
ae 3 + 25 3 * +5 , Propanol 0,1 8 


B. Kaninchenmuskel. 


Nachdem die Muskeln der Hinterbeine eines Kaninchens mit 20 bis 
30 Liter Ringerlésung von der Aorta ausgewaschen und das Blut entfernt 
worden war, wurde die fibrillare Struktur der Muskeln durch konzentrierte 
Salzlésung (etwa 1,2 mol. KCl) bei py ~ 8,5 aufgelést'. Der fliissige Teil 
wurde vom Rest des Breies abgetrennt und das Myosin durch Verdiinnung 
auf etwa 0,5 bis 0,6% KCl ausgefallt und vom Globulin X sowie vom 
Myogen abgetrennt. Das Globulin X wurde durch weiteres Verdiinnen 
und Ansiéuern auf etwa py 5,8 ausgefallt. 

IX. Die mit dem ausgefillten Myosin, das mit Wasser gut aus- 
gewaschen und in einer 0,3- oder 0,6% igen KCl-Lésung suspendiert 
wurde, ausgefiihrten Versuche sind in Tabelle XI zusammengestellt. 
Das eine Praparat, das eine gut hydratisierte Suspension gab, zeigte 
bei pu 6 eine gréBere Bindungsfahigkeit fiir Dextrin als bei pu 6,5 oder 7. 

Bei zehnfachem Verdiinnen 


Tabelle XI. werden unabhingig vom pu 
Das feine hydratisierte Myosinpraparat.  otwa 40% derjenigen Dextrin- 





menge, die ohne Verdiinnung 


Dextrin im Niedersehlag in °/9 
3 ey ee gebunden waren, festgehalten. 


25 eem Myosin 


PH 25 cem Myosin 1 ein 28S tavin ; Z 
+ 25 com 4 Mcgee —- Das zweite Priparat hatte 
extrl + 2 Lite . ee ‘ 
same HO eine grébere Struktur und 
an F . yar daher weniger hydrati- 
6 33.5 14,5 wal lah niger hy a 
6.5 21 95 siert als das erste; von ihm 
( 22 8,9 wurden viel mehr Dextrine 
Das mehr kornige, gebunden. Die Bindung war 
yeni ydratisierte \ inpraparat. . — a mR 
_wenig bydratisiert lyosinpraparat von pu zwischen 5,5 und 7,75 
65 || 34 _ epee Tn. eibiiede 
65 || 39 F unabhangig. Das Praparat 
” a 3 ° ° . . 
7,0 26,5 6,5 zeigte eine Bindung, die sich 
ad 3) ° viel leichter durch Verdiinnen 


1 A.v. Muralt u. Edsall, J. of biol. Chern. 89, 315 u. 351, 1930; K. Meyer, 
diese Zeitschr. 266, 137, 1933. 
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liste. Bei zehnfachem Verdiinnen blieben im Niederschlag nur 16 bis 
17% der anfanglichen Dextrinmenge. 

Die Versuche wurden wiederholt und bestatigten den EinfluB des 
Zustandes der Suspension auf die Stabilitat des Symplexes und auf die 
Wirkung der H-Ionenkonzentration. 

X. Die bis jetzt beschriebenen Versuche wurden mit einer Myosin- 
suspension ausgefiihrt. Wir wollten uns aber iiberzeugen, ob auch die 
Myosingele, die mehr gallertartige Konsistenz besitzen, Affinitat zum 
Dextrin haben. 

Zu diesem Zwecke wurden Myosinlésungen unter Zusatz von 1 Mol 
KCl + 1% NaHCO, (Muskel + 2 Volumen des Lésungsmittels) mit H,O 
so verdiinnt, daB die Konzentration des Salzes nur noch etwa 0,2 bis 0,3 mol. 
war. Es entstanden Gallerten, in welchen das Myosin als eine sehr feine 
Triibung sichtbar war. Das Gel zeigte starke thixotropische Eigenschaften. 
Zu dem Gel wurden Dextrinl6sung sowie verschiedene Elektrolyte, wie 
HCl in sehr geringen Mengen oder CaCl, zugesetzt. Das an Myosin gebundene 

£g # 2 ZUR % £ 
Dextrin wurde dann in zweifacher Weise bestimmt. Entweder erfolgte 
diese Bestimmung direkt im Myosinniederschlag, oder es wurde besser die 
Dextrinmenge im Filtrat ermittelt und diese mit der Dextrinkonzentration 
des Kontrollversuchs verglichen. 

Die Kolben wurden bei 0° aufbewahrt. Eine Amylasewirkung konnte 
in gesonderten Kontrollversuchen nicht nachgewiesen werden. 


Tabelle XII. Bindung von Dextrin mit Myosingel. 





im Filtrat betrug 
die Verminderung 
der Dextrin- 
konzentration 


y 7 j atwe ql 0) .iges y i > 
Nr. 100 cem Myosingel, etwa 0,170°/) + 10 cem 4°/giges Dextrin im Vergleich zu 
der Kontrolle 
in %/9 der 

Ausgangslisung 

1 || Das System ohne andere Zusitze ie 17,5 

eo ae » + 0,5cem einer 5%igen CaCl .... . 13,6 

3 |» és +1,0 , Pe J) Sere ere 11,0 

} Bee se eee 8.1 

es ae +05 , 25 , HCl+0,5cem CaCl, . 12.4 


Die in der Tabelle XII angegebenen Resultate beweisen, wie grob 
die Bindungsfaihigkeit des so bereiteten Myosins mit Dextrin ist. In 
einigen Fallen wurden 17,5 bis 20° des anwesenden Dextrins an Myosin 
gebunden, was einer Zusammensetzung des Symplexes von D. 40% 
und M. 60% entspricht. Gleichzeitig sehen wir, wie leicht durch ver- 
schiedene Zusatze oder pu-Anderung die Affinitat vermindert werden 
kann. Die Versuche werden weiter verfolgt. 

XI. Das nach Weber! bereitete Globulin X gibt bei pu 6 einen 
Niederschlag, der 24° Dextrin enthalt. [25 cem Globulin X-Suspension 
(200 mg EiweiB) und 25 ccm einer 4% igen Dextrinlésung. | 


1 le. Meyer. 
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Theoretische Betrachtungen. 

Aus unseren Versuchen ergibt sich die nicht erwartete Tatsache, 
daB zwei Arten von Dextrinomyosinsymplexen existieren. Der eine 
Svmplex kann, infolge einer reversiblen Bindung, durch Verdiinnung 
leicht in seine Komponenten zerlegt werden; die Verkniipfung des 
anderen entspricht der von uns fiir Amylomyosin erwiesenen Bindung. 
Beide Verbindungsarten kénnen mit dem gleichen reinen Myosinpraparat 
erhalten werden, wodurch die Modglichkeit erwiesen ist, dab Myosin 
und Dextrin zwei Arten von Verbindungen miteinander eingehen kénnen. 

Der Einwand, da die irreversible Verbindung durch eine Okklusion 
von Dextrinteilchen im Myosin vorgetauscht sein kénnte, ist mit unseren 
Ergebnisse beim Amylomyosin nicht vereinbar. Es wurde dort gezeigt, 
daB weitgehende py-Anderungen und Auflésung des Symplexes keine 
Reversibilitat hervorrufen kénnen. 


Somit haben wir eine groBe Variabilitat des Symplexes Dextrino- 
myosin in zwet Richtungen nachgewiesen : in der Zahl der Dextrinteilchen, 
die mit einem Aquivalent Myosin in Bindung treten und in der Labilitit, 
die wahrscheinlich durch den jeweiligen Zustand des Myosins bedingt ist. 
Wir haben es hierbei nicht mit véllig verschiedenen Formen der Myosin- 
teilchen zu tun; es existieren vielmehr Uberginge. 


Als Extrem ist diejenige Form aufzufassen, die in irreversible 
Bindung mit dem Dextrin tritt und die in einem groBen Bereich der 
herrschenden Dextrinkonzentration und der anwesenden Dextrinmenge 
eine Verbindung der konstanten Zusammensetzung D,, WV gibt. 

Das zweite Extrem ist diejenige Form, die nur einen reversiblen 
Symplex gibt, dessen Konstitution von der Konzentration und Menge 
der anwesenden Dextrine abhangig ist. Als Ubergangsform ist diejenige 
zu betrachten, deren Symplex mit Dextrin einen Teil des Dextrins leicht 
durch Auswaschen, Verdiinnen usw. nach der Gleichung D,,M 
> D,,_,M + D, abgibt, der andere jedoch fest und _ irreversibel 
gebunden bleibt. 

Der Ubergang einer Bindungsform in die andere ist nach einigen 
unserer Versuche méglich. Wir meinen deswegen, daB dieselben Gruppen 
im Myosin beide Bindungsformen bewirken. Der entstandene Symplex 
kann durch verschiedene, nebenher wirkende Gruppen verstarkt (bis 
zur Irreversibilitat) oder labilisiert werden. Die naheren Verhaltnisse 
sind bis jetzt noch unbekannt. Mit der Anderung ihrer Wirkungsart 
andert sich als direkter oder indirekter Effekt teilweise auch die Gestalt 
der Myosinteilchen; es erfolgt ihr Ubergang in ein Gel oder Koagulum. 

AuBer den erwahnten Bedingungen fiir die Stabilitat der Symplexe 
ist hierfiir noch die Zah] der mit dem Polysaccharid reagierenden Gruppen 
und die Form der Myosinteilchen von EinfluB. An desto mehr Stellen 


x 
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die Komponenten des Symplexes miteinander verbunden sind, desto 
stabiler wird er sein. 

Die schénen Untersuchungen und theoretischen Betrachtungen 
von Meyer und Mark!, sowie von Staudinger? zeigen, einen wie groben 
KinfluB die Gestalt der Fadenmolekiile, sowie ihre Gruppenlagerung 
auf die sich wiederholende Bindung ausiiben. Es ist deshalb durchaus 
méglich, daB das Myosin, welches nach Weber® ein sehr langes Faden- 
molekiil von etwa 1. 10° Molgewicht ist und das im Gelzustande 
einem langen Faden ahnelt, in diesem Zustande so starke irreversible 
Symplexe mit Polysacchariden gibt. 

Bei der naheren Analyse des Amylomyosins konstatierten wir, 
daB auch dieser Symplex, auBer der schon erwahnten irreversiblen Ver- 
bindung, Mischmicellen gibt, die durch einfaches Verdiinnen in die 
Komponenten zerlegbar sind. Dasselbe gilt vom Glykogenmyosin. 

Somit miissen wir uns vorstellen, daB auch im Muskel zwei Formen 
von Glykogenomyosin in Abhangigkeit von dem Zustand des Myosins 
existieren kénnen. Die noch nicht veréffentlichten Untersuchungen 4 
iiber den Zustand des nativen Muskelglykogens in den Muskelzellen 
zeigen, daB beim Verdiinnen der Muskelausziige der Anteil des ge- 
bundenen Glykogens stark vermindert sein kann. Diese Versuche 
zeigen, wie schwer es ist, eine Analyse der natiirlichen Symplexe in 
ihrem protoplasmatischen Zustande auszufiihren®. Erstens lehren sie, 
wie stark das Gleichgewicht Symplex <> freie Komponenten durch 
Verdiinnung nach rechts verschoben werden kann. Sie beweisen Gleich- 
zeitig, das verschiedene Konzentrationsanderungen (H’, Salze und 
andere Stoffe) dieses Gleichgewicht beeinflussen. AuBerdem zeigen sie, 
wie stark kleine Anderungen in dem stereochemischen Bau, besonders 
der Proteine, sowie Anderungen in den elektronischen Bahnen dieser 
Stoffe, die Bindungsfahigkeit mit verschiedenen Stoffen beeinflussen. 

Wenn wir im Muskel die Existenz von Glykogenomyosin annehmen, 
so sehen wir, daB bei Anderungen der Form der Myosinteilchen ein 
Cyclus méglich ist. Im ruhenden Muskel kénnte diejenige Myosinform, 
die groBe Affinitat zum Glykogen besitzt und die einen mehr irreversiblen 
Symplex bildet, vorhanden sein. Durch unbekannte Einfliisse kénnte 
diese Myosinform in die geringe Affinitat besitzende und reversible 
Symplexe bildende Form iibergehen. Das freie Glykogen kénnte aus 
dem fibrillen Teil in das Sarkoplasma iibergehen und dann durch 
Enzyme einer Zersetzung  unterliegen. Das mit Myosin gebundene 


1 K.H. Meyer u. H. Mark, Der Aufbau der hochpolymeren Ver- 


bindungen. Leipzig 1930. 2 H. Staudinger, Die hochmolekularen orga- 
nischen Verbindungen. Berlin 1932. — #* |. ¢., Ergebnisse S. 127. — 


4 Von HF. Mystkowski erscheinen demnachst in dieser Zeitschrift. — 
5 vy. Przytecki, Ergebn. d. Enzymforsch. 4, im Druck. 
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Glykogen kénnte bei dem Myosinzustand, wie es Weber! fiir die Fibrillen 
annimmt, schwer oder gar nicht fiir Enzyme zuginglich sein. 

Die Abhangigkeit des Dextrinanteiles im Niederschlag der rever- 
siblen Symplexe von der Dextrinmenge der Ausgangslésung beweist, 
da die Bindung den Regeln der Stéchiometrie folgt. Bei reversiblen 
Symplexen ist der Anteil der Dextrine im Niederschlag bei groBem 
DextriniiberschuB von der Dextrinmenge ziemlich unabhangig. Das 
Verhaltnis von freiem zu gebundenem Dextrin variiert in diesem Gebiet 
ziemlich stark, bleibt aber dann in einem groBen Bereich der Dextrin- 
konzentration konstant. Es stellt sich ein Gleichgewicht 

freies Dextrin 


—- == 35 
gebundenes Dextrin 


ein, in dem etwa 20°% des Dextrins an Myosin gebunden sind. In ver- 
schiedenen Versuchen fanden wir immer einen ahnlichen Wert fiir K 
(von 3,2 bis 3,7). Man findet diese Konstante entweder bei kleinen 
Dextrinmengen und kleinen Myosinmengen, oder bei fast 100fach 
héherer Dextrinkonzentration und der entsprechend gréBeren Myosin- 


menge. 


' ].¢., Ergebnisse 8. 136 und 137. 





Spezifisch-dynamische Wirkung von Eiweib, 
Fett und Kohlenhydrat wihrend der Schwangerschaft. 
Von 


Helen Wyandt und F. L. Dunn. 


(Aus dem Universitatskrankenhaus und dem Laboratorium fiir experimentelle 
Medizin des University of Nebraska College of Medicine, Omaha, U.S. A.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1935.) 


Der Grundumsatz wahrend der Schwangerschaft ist bereits Gegen- 
stand mehrerer Untersuchungen gewesen, doch wurde die spezifisch- 


dynamische Wirkung von Nahrstoffen wahrend dieses Zustandes bisher 


noch nicht geniigend erforscht. Es finden sich hieriiber in der Literatur 
keine iibereinstimmenden Ergebnisse. Manche Autoren berichten, daB 
die spezifisch-dynamische Wirkung vermindert (4) (5) (6) (8) (9) oder 
iiberhaupt nicht wesentlich beeinfluBt ist (2) (3) (4). Nur Scharman (8) 
und Fusco (2, erklaren, daB diese Wirkung vor dem fiinften Monat der 
Schwangerschaft vergréBert ist. 

Wir berichten im folgenden iiber entsprechende Untersuchungen 
an zwei schwangeren Frauen, einer 25 Jahre alten Primapara (H. W.) 
und einer 31 Jahre alten Multipara (7. P.). Die Wirkung jedes einzelnen 
Nahrstoffes wurde besonders erforscht. 


Zur Bestimmung des Grundumsatzes gebrauchten wir ein Spirometer 
nach Collins und zur Gasanalyse den Haldaneschen Apparat in der Modifi- 
kation von Boothby und Sandiford. Als Eiwei®mahizeit dienten 300g 
gehackte und gebratene Lende; als Kohlenhydratkost dienten 100 g Glucose, 
die mit dem Saft einer Citrone in 250 cem Wasser gelést waren. Als Fett- 
mahlzeit wurden 200 cem 20% iger Rahm mit 40g Butter und 30g Toast 
verabreicht. 

Nachdem wir den Grundumsatz bestimmt hatten, wurde von den 
Versuchspersonen eine dieser Mahlzeiten genossen. Wir verfolgten darauf 
im Verlauf von 5 bis 6 Stunden den Stoffwechsel, was durch éfters wieder- 
holte Messungen geschah. Der Eiwei®stoffwechsel wurde aus den Ergeb- 
nissen der N-Bestimmungen im Harn berechnet. Zur Beurteilung des 
Mehrumsatzes nach der Mahlzeit verwendeten wir die graphische Methode (1), 
und driickten die spezifisch-dynamische Wirkung des __betreffenden 
Nahrstoffes entweder als Bruchteil der gesamten verabreichten Kalorien, 
oder als Zunahme iiber den Grundumsatz aus. Derartige Bestimmungen 
wurden mehrere Wochen vor und auch einige noch nach der Entbindung 
ausgefiihrt. 

Frau H.W. hat 21% an Gewicht gewonnen und der Grundumsatz 
hat sich um 17,6% vermehrt. Nach den Angaben von Sandiford und 
Wheeler (7) berechnet, waren die Stoffwechselveranderungen sehr un- 
bedeutend. Der Energieverbrauch pro Stunde und pro sq. Meter von H. W.., 
der 28 Wochen vor der Entbindung 35,4 Kalorien betrug, belief sich auf 
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34,2 Kalorien | Woche vor und auf 34,7 Kalorien 10 Wochen nach der 
Geburt. Frau 7. P. nahm nur 15,7% an Gewicht zu, zeigte dagegen einen 
Zuwachs von 41,7°%, beim Grundstoffwechsel. Nach derselben Methode 
berechnet, stieg der miitterliche Grundumsatz von 29,6 auf 33,4 Kalorien 
pro Stunde und pro sq. Meter. 2 Wochen nach der Geburt war er schon 
wieder auf 29,4 Kalorien gefallen. 

Nach der Entbindung stieg die Energieproduktion nach der Aufnahme 
von EiweiBkost auf 14,7 und 22,8%. Dies stimmt mit dem von uns beob- 
achteten Zuwachs von 16 und 19,7°% an zwei Kontrollen (nicht gravide 
junge Frauen) und mit den Befunden anderer Forscher gut iiberein. Die 
Kohlenhydrataufnahme verursachte 4,6 und 10,8° Vermehrung, wahrend 
durch die Verabreichung von Fett eine Vermehrung des Umsatzes um 
2,3 und 4,2% erfolgte. Bei den nicht graviden Frauen war die spezifisch- 
dynamische Wirkung unter denselben Bedingungen 6,2 und 7,0 bzw. 4 
und 6,5 %. 

Unsere Ergebnisse zeigten deutlich, daB wahrend der Schwanger- 
schaft die spezifisch-dynamische Wirkung von EiweiB nicht wesentlich 
von der unter normalen Umstanden abweicht. Ebensowenig unter- 
scheiden sich die Ergebnisse iiber die spezifisch-dynamische Wirkung 
von Glucose, die mit schwangeren und nichtschwangeren Frauen er- 
halten werden. Der EinfluB der Fette auf die spezifisch-dynamische 
Wirkung ist viel einheitlicher und nimmt wahrend der ganzen Dauer 
der Schwangerschaft allmahlich zu. Berechnet man diese Wirkung als 
Bruchteil der verzehrten Kalorien, so wird die Stoffwechselvergr6éBerung 
fir H. W.: 3,8, 4,3, 3,7, 6,6, 5,9, 8,1 und 8,9%; fiir M. P.: 7,4, 4,9, 
6,0, 7,8 und 7,8°. Die Werte wahrend der Zeit nach der Entbindung 
waren 2,3 bzw. 4,2 %. 

Wenn wir diese Ergebnisse mit denen unserer Kontrollexperimente 
vergleichen, miissen wir mit Haselhorst und Plant (3) oder Klaften und 
Stecher (4) annehmen, daB die Schwangerschaft keinen wesentlichen 
Kinflu8 auf die spezifisch-dynamische Wirkung von EiweiB oder Kohlen- 
hydrat ausiibt. Wir finden keine Berechtigung fiir die Annahme von 
Fusco (2) und Scharman (8), daB diese Wirkung wahrend der ersten 
Monate vergr6éBert ist, noch fiir die Scharmansche Ansicht, nach der 
die Wirkung nach dem fiinften Schwangerschaftsmonat vermindert 
sein soll. 

Literatur. 
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Untersuchungen 
iiber Atmung und Girung pathogener Bakterien. 
IV. Mitteilung: 


Uber die Sauerstoffatmung und Wasserstoffsuperoxydproduktion von 
Pneumococcus }. 


Von 
Akiji Fujita und Takeshi Kodama. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 
(Eingegangen am 10. Januar 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Wasserstoffsuperoxydproduktion in dem Kulturmedium von 
Pneumococcus und Streptococcus und die dadurch bedingte Wachstums- 
hemmung der Bakterien wurde zuerst von Mc Leod und Gordon? fest- 
gestellt. Die Bedingungen hierfiir sind von Avery, Neill und Morgan* 
nachher genauer, jedoch nur qualitativ untersucht worden. Eine 
quantitative Untersuchung dieser Zusammenhange wurde von Bertho 


und Glick* mit Milchsiurebakterien ausgefiihrt, wobei sie die beinahe 
quantitative Umwandlung von O, in H,O, und auch die Méglichkeit 
eines Ersatzes von O, bei der Atmung durch Methylenblau oder Chinon 
feststellten; Warburg und Christian bestatigten, da hierbei der Sauer- 
stoff nicht direkt mit dem Substrat reagiert, sondern daB er mit der 
Leukoform des gelben Ferments reagiert, die durch Dehydrierung des 
Substrats entsteht. 


Die vorliegende Untersuchung wurde kurz nach dem Erscheinen 
der Arbeit von Bertho begonnen und die Ergebnisse auf dem KongreB 
zu Nagoya mitgeteilt, noch bevor uns die Untersuchungen von Sevag ® 
mit Pneumococcus bekannt wurden. Die Resultate dieses Forschers 
stimmen, abgesehen von einigen Punkten, im groBen und ganzen mit 
den unsrigen tiberein. Da die Atmung von Pneumococcus und Strepto- 
coccus, wie bereits berichtet wurde, nicht von HCN und CO gehemmt 


1 Die Hauptergebnisse wurden kurz beim Biochemischen Kongre8 zu 
Nagoya am 15. Oktober 1933 vorgetragen. Dem Gakujutsu-Shinkokai 
danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. — ? J. Path. and Bact. 25, 
139, 1922; Biochem. J. 16, 1499, 1922; 18, 937, 1924. — * J. exper. Med. 
89, 275, 289, 1924; 39, 347, 357, 543, 1924. —- 4 Ann. Chem. 494, 159, 1932. — 
5 Diese Zeitschr. 260, 499, 1933; 266, 377, 1934. — ® Ann. Chem. 507, 92, 
1933; Giese Zeitschr. 267, 211, 1933. 


Biochemische Zeitschrift Band 277. 
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wird, und bei ihnen Cytochrom und Katalase fehlen', kann die Sauerstoff- 
atmung hier nicht durch das eisenhaltige sauerstoffiibertragende Ferment 
von Warburg katalysiert werden, weshalb wir eine systematische Unter- 
suchung derselben fiir interessant hielten. Zu den folgenden Unter- 
suchungen wurden hauptsachlich sehr virulente Stéimme von Pneumo- 
coccus typus I, Il und III, und zum Vergleich auch entsprechende 
nichtvirulente Stémme benutzt. Es kamen ferner noch andere ahnliche 
Bakterien zur Untersuchung. 


1. Atmung und py. 

Die Bakterien wurden auf Blutagarschrage bei 37° 16 bis 18 Stunden 
lang kultiviert. Zur Suspension wurde eine Lésung benutzt, die aus 
1 Volumen isotonischem Phosphatpuffer und 9 Volumen physiologischer 
NaCl-Lésung bestand. Wo nicht besonders erwahnt, wurde als Substrat 
1% Glucose zugesetzt. Wegen anderer Einzelheiten verweisen wir auf 
unsere vorangehende Mitteilung 2. 





Sy 


Abb. 1. 

1. Pneumococcus typ. I. 
{Virulenz: 10-6 emm (Maus). 
Pro GefaiB: 3,85emm Bakterien.} 
2. Pneumococeus typ. II. 
{Virulenz: 10-4 emm (Maus). 
Pro GefaiB : 4,72cmm Bakterien.| 
3. Pneumococcus typ. III. 
{Virulenz: 10-5 emm (Maus). 
Pro Gefab : 3,10emm Bakterien. | 
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In Abb. 1 ist die AtmungsgréBe als Funktion des py aufgetragen. 
Wie daraus hervorgeht, liegt das Optimum bei px 7,1; es ist also 
etwas verschieden von der Atmung des B. diphtheriae. 


2. Einflu8 der Salze. 


Wie aus Tabelle I hervorgeht, ist die Atmung in Phosphatpuffer 
allein etwa 52° kleiner als in einer Lésung von 10 Vol.-°% Phosphat- 
puffer +- NaCl. Bei Zusatz von K’ wird die Atmung gesteigert, was 
besonders ausgepragt beim gleichzeitigen Zusatz von K° und Mg” ist 
(200%). Der EinfluB von Ca” wurde in Gegenwart von Bicarbonat- 


1 Vel. Fujita u. Kodama, diese Zeitschr. 273, 186, 1934; 232, 20, 1931, 
und zwar 8. 30. In der letzteren Arbeit wurde beschrieben, daB Strepto- 
coccus und Enterococcus etwas Katalase enthalten. Dieser Befund ist aber 
nur bei Blutagarkulturen zu finden. Mit der blutfreien Kultur ist tiberhaupt 
keine Katalase nachzuweisen. Méglicherweise riihrt der erste Befund von 
der spurenweisen Beimengung der Blutkatalase her. — * Diese Zeitschr. 
271, 185, 1934. 
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Tabelle I. FinfluB der Salze auf die Atmung (py 7,08). 
Pneumococcus typ. IIL. Virulenz: 1074 cmm (Maus). 





1 2 3 4 
0,129 mol. Nag HPO, aaa 70 7 7 7 
Oto .. MeMePO, ... 3. 30 3 3 3 
Cee ME gk a — 90 86 85 
OP ee RE oe ag ed — 4 4 
Ciba . Mea, . 2 ku. 7 =~ — 1 
ee eee a a ee — 29 59 — 72 — 175 
Atmungssteigerung (im Ver- 

Pe | a) a ar — 52% + 22°, |+198% 


puffer untersucht, da Phosphatpuffer hier zur Bildung des unléslichen 
Ca-Phosphats gefiihrt hatte. Es ergab sich, daB ein Zusatz von Ca” 
zu Na und K’ fiir die Atmung giinstig ist; im Vergleich zu der sehr 
bedeutenden Wirkung von Mg” ist Ca” jedoch wenig wirksam (‘Ta- 
belle II). Benutzt man die K’- und Mg’’-haltige Fliissigkeit zur Er- 
mittlung der py-Abhangigkeit der Atmung, so erhalt man mit Pneumo- 
coccen kein solch ausgeprigtes Optimum, wie es in Abb. | dargestellt ist. 


Tabelle II. Pneumococecus typ. III (wie Tabelle I). 





1 2 3 4 5 
0,154 mol. NaHCO, a, 2 2 2 2 2 
Clon. oo NOL. . ek en 100 96 95 93 92 
Cage). Mer ok. es —_ 4 4 4 4 
eet 3 Wee SO -- — — 3 3 
Clune  MmeOe o>. 0. _ --- 1 -- 1 
Vo, Bi: ee PU gare —53 (_—65 — 161 174 | — 168 
Atmungssteigerung (im Ver- 
gleich mit 1)... ae - + 23% + 204% +40% | + 217% 


Wie Tabelle I (Nr. 1 und 2) zeigt, ist die Atmungshemmung durch 
Phosphat in der Phosphat-NaCl-Lésung sehr ausgepraigt. Dieser 
EinfluB des Phosphats wird jedoch durch Zusatz von Mg” und K’ 
unbedeutend. Bei héherer Phosphatkonzentration wird die Atmung 
sogar etwas vergr6Bert. Das py blieb in diesen vergleichenden Ver- 
suchen ohne Anderung (Tabelle III). 

Da der bei Pneumococcus beobachtete groBe EinfluB von K’ 
und Mg” auf die Atmung bei B. diphtheriae nicht zu bemerken war, 
haben wir diese Verhaltnisse noch bei anderen pathogenen Bakterien 
geprift. Aus den Resultaten in Tabelle IV geht hervor, daB der er- 
waihnte EinfluB bei Pneumococcus und Streptococcus am ausgeprag- 
testen ist. 
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Tabelle III. Einflu8 von Phosphat auf die Atmung (px 7,08). 
Pneumococcus typ. IIT. Virulenz: 10~-*cmm (Maus). Zusammensetzung 
der Fliissigkeit: 4 cem isotonische KCl-Lésung + 1 ccm 0,154 mol. MgSO, 
+ 2ecem isotonische Phosphatlésung + 0,154 mol. NaCl auf 100 ccm. 





Atmungssteigerung 


x | Vo, 0}, 
10 — 162 _ 
50 —~ 166 + 3,5 
95 — 1738 + 6,8 


Tabelle TV. EinfluB von Mg” auf die Atmung. 








Atmungs- Atmungs- 
steigerung steigerung 
Art der Bakterien pectin gn Art der Bakterien 2. 
Mg" und K* Mg" und K* 
5 0/9 
Vibrio cholerae +20 |B. metacoli. . rae Ade + 24 
B. alcaligenes +12 |Pneumococeus typ. I. . + 239 
B. diphtheriae . + 6 ‘ eye. | er oes + 254 
B. fluorescens ee 0 . ce Se + 198 
Staphylococcus aureus .. . +11 {Streptococcus himolyticus + 94 
B. paradysenteriae Fleaner- Y + 78 rs viridans. . +114 
Proteus vulgaris . +70 |Enterococcus hamolyticus + 3 
B. thyphosus + 65 te viridans. . + 5 


In Tabelle IV ist die Atmungssteigerung (°%) in der Lésung B im 
Vergleich zu der in Lésung A angegeben. 

A: 10 ccm isotonische Phosphat- +- 90 ccm 0,154 mol. NaCl-Lésung. 

B: 10cem_ isotonische Phosphat- + 85ccem 0,154 mol. NaCl- 
+4ccm 0,154 mol. KCl- + 1 cem 0,154 mol. MgSQ,-Lésung. 

Der gleiche Einflu8 wurde auch bei Methvlenblauatmung und 
anacrober Garung gepriift (Tabelle V und VI). 


Tabelle V. EinfluB von Mg” auf die Methylenblauatmung. 


Pneumococcus typ. TTI. Virulenz: 10~-4cmm (Maus). Pro GefaiR 91 y 

Bakterien. A: 7 ccm 0,129 mo]. Na,HPO, + 3cmm 0,157 mol. NaH,PO, 

+ 90cem NaCl. B: 7ceem 0,129mol. Na,HPO, + 3cem 0,157 mol. 

NaH,PO, + 85cem 0,154 mol. NaCl + 4cem 0,154mol. KCl + lecm 

0,154mol. MgSO,. AuBerdem enthalten A und B je 1% Glucose und 
10-4 mol. Methylenblau. 





. 7 
Suspensionsflissigkeit Entfirbungszeit 


A | 42" 80" 
B 5’ 40” 
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Tabelle VI. Einflu8 von Mg” auf die anaerobe Garung. 


Pneumococcus typ. IIT. Virulenz: 10-*cmm (Maus). Gasraum: 10% CO, 
in Ng. pu 7,07. 





1 2 3 4 5 
0,154 mol. NaHCO, ... . 13 13 13 13 13 
ae OE gg Se 87 83 82 80 79 
Cree. ee. ee — 4 4 4 4 
Oe, Oe oi _ - — 3 3 
O156.-. Me8O, 2 as. =< sn 1 me 1 
Qn? +19 | +79 |+168 | +89 | +185 
Steigerung (*%4)...... — +316 4786 +368 +862 


3. Qualitative und quantitative Bestimmung von H, 0, in der Kulturfliissigkeit. 


In Bouillonkulturen von Pneumococcus (18 bis 20 Stunden) wurde 
die Gegenwart von H,O, nach folgenden drei Methoden erwiesen: 

1. Benzidinprobe (als Peroxydase wird Kartoffel benutzt; bis etwa 
10-° mol. H,O, sind nachweisbar), 

2. Guajacprobe (wie 1; bis etwa 10~> mol. H,O, nachweisbar), 

3. Titanreaktion (bis etwa 10-4mol. H,O, positiv. Zwischen 
10-4 bis 10-3 mol. H,O, ist die Farbintensitaét der Konzentration pro- 
portional und die Reaktion daher auch der kolorimetrischen Bestimmung 
zuganglich). 


Fiir die Messungen verwendeten wir jedoch unsere manometrische 
Methode (Fujita und Kodama'). Im Gegensatz zu dem jodometrischen 
und dem oxydimetrischen Verfahren, stimmten die manometrisch erhaltenen 
Werte innerhalb der Fehlergrenze miteinander iiberein. Die Methode 
verdient auch deshalb den Vorzug, weil bei ihr mit einer geringen Menge 
Versuchslésung auszukommen ist und die gleichzeitige Bestimmung von 
H,O,- und O,-Bildung méglich ist. AuBerdem beeinflussen organische 
Begleitsubstanzen das Ergebnis nicht. Als Beispiel einer solchen Bestimmung 
diene das Protokoll. 

Da bei der manometrischen Bestimmung aus 2 Molen H,O, 1 Mol O, 
entsteht, berechnet man den H,O,-Wert (vorteilhaft nach Warburg als Gas 
in cmm ausgedriickt) durch Multiplikation der entstandenen O,-Menge 
(in emm) mit 2*. Bei der bakterienhaltigen Fliissigkeit besteht ein O,-Ver- 
brauch auch nach Zusatz von Katalase, weshalb diese Werte bei der Be- 
stimmung des H,O,-Gehalts korrigiert werden miissen. Zwei Beispiele 
sollen zum Vergleich des manometrischen Verfahrens mit den chemischen 
Methoden angefiihrt werden. 


Vergleich mit der oxydimetrischen Methode. 
11 cem Suspensionsfliissigkeit von Pneumococcus I (12,1 emm Bakterien 
pro cem Fliissigkeit) wurden in das tellerférmige Gefai8 gegeben (Gasraum: 
1 Diese Zeitschr. 232, 15, 1931. — * lemm H,O, entspricht 1,52 
. 10-° mg. 
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Luft), im Thermostaten bei 38° 30 Minuten lang geschiittelt, eine Mischung 
von 10 cem NaCl-Lésung und | cem H,SO, (1: 10) zugesetzt, zentrifugiert 
und 20 cem der iiberstehenden Flissigkeit mit n/100 Permanganat titriert. 
Sie verbrauchten 5,60 ccm. Zu dem Blindversuch wurde dieselbe Bakterien- 
suspension verwendet, die aber vorher gekocht und abgekiihlt war. 20 cem 
verbrauchten 0,35 cem Permanganat. Die H,O,-Konzentration war also: 
5,60—0,35 384 1 
o.6—”:CS*SiC 


Der manometrische Wert von 2 ccm Suspension war: 


0.0892 mg/eem. 


ro, = + 56,lemm, 24,0, = + 112,2 cmm. 


Folglich ist die H,O,-Menge: 112,2.1,52.1079/2 = 0,0845 mg/eem 
(Abweichung 5%). 
Vergleich mit der jodometrischen Titration. 


Die Suspension von Pneumococcus I (13,2 cmm Bakterien pro cem 
Fliissigkeit) wurde bei 38° 30 Minuten geschiittelt (Gasraum: Luft), 5 cem 
davon, in ein Gemisch von 3,5 cem NaCl-Lésung und 1,5 cem H,SO, (1: 3) 
einpipettiert, zentrifugiert und 5cem der iiberstehenden Fliissigkeit ab- 
genommen. Hierzu wurden 3cem 2,5%ige KJ-Lésung gegeben und mit 
n/200 Thiosulfat titriert. Hauptversuch: 5,93 cem. Blindversuch: 0,30 cem. 
Folglich ist die H,O,-Menge: 

1 593—0,30 1 , 
ee ee 

Gleichzeitig wurde manometrisch bestimmt: 0,186 mg/cem (Ab- 
weichung 4%). 

Da H,O,-Lésung sich beim Schiitteln auch teilweise spontan zersetzt, 
haben wir diesen Vorgang mit reiner Perhydrollésung kontrolliert. Ta- 
belle VIT zeigt, daB bei 38° in 30 Minuten 0,4 bis 0,7 % H,O, zerlegt werden. 
Gleiche Versuche mit Tropenperhydrol von Merck zeigten einen Verlust 
von 0,1 bis 0,3 %. 


34 - 10-8 — 0,193 mgicem. 


Tabelle VII. H,O,-Zersetzung durch Schiitteln. 
30% H,O, (Perhydrol rein, séurefrei, Fraenkel). 1 cem H,O,-Lésung + 1 cem 
NaCl-Phosphat (py 7,08), 38°. 





Endkonzentration Benutzte In 30 Min. 
des Hy 0» H.,O.-Menge | entstandenes O» 


Mole/Liter emm O2 emm 9/9 


Zersetzt 


2,5 56000 | 248 0,44 
0,5 11 206 49,4 0,44 
0,05 1 120 8,05 0,72 


4. Hemmung der Katalase durch Hydroxylamin. 


Da wir Blutagarkulturen von Pneumococcus benutzten, besteht 
die Gefahr der spurenweisen Beimengung von Blutbestandteilen, 
wodurech Katalase in die Bakterienmasse gelangen kénnte. Durch 
vorsichtige Manipulation ist es jedoch meistens leicht, diesem Fehler. 
zu entgehen. Es ist jedoch bequemer, die Katalasewirkung auszu- 
schalten, weshalb wir ein Mittel suchten, welches nur Katalase, nicht 
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aber die Atmung hemmt. Im Hydroxylamin fanden wir eine derartige 
Substanz (Loew!). Uber diese Wirkung des Hydroxylamins orientiert 
Tabelle VIII. Man sieht, daB Hydroxylamin in einer Konzentration 
iiber 10-4 mol. die Katalasewirkung vollstandig hemmt. 


Tabelle VILL. Hydroxyvlaminwirkung auf Blutkatalase. 
Blutkatalase: gereinigte Katalase (Qa; 126800). Hauptraum: 2,0 cem 
Katalasel6sung + 0,2cem Hydroxylaminlésung. Anhangsbirne: 0,2 cem 

0,11 mol. H,O,. pu 7,47, 38°, Luft. 





Endkonzen- In 30 Min. Endkonzen- In 30 Min. 

tration des entstandene Hemmung tration des entstandene Hemmung 
Hydroxylamins O»o-Menge Hydroxylamins O.-Menge 

Mole/Liter emm 9/6 Mole/Liter emm 9/9 


0 + 78,6 - 10-4 ~ 0 100 
10-3 are 100 10-! + 3,0 96 


Ahnliche Resultate wurden auch mit Pferdeerythrocytenlésung (2 cem 
hamolysierte Lésung mit 0,05 cemm Erythrocyten) gefunden, jedoch reagiert 
Hydroxylamin bei der gréBeren Konzentration von Hamoglobin mit dem- 
selben, und die Katalasehemmung wird dadurch abgeschwacht. Wir be- 
nutzten Hydroxylamin ausschlieBlich als Chlorhvdrat. Mit Sulfat m der 
Konzentration von 10-4 mol. konnte keine Katalasehemmung nachgewiesen 
werden. Es ist noch zu bemerken, da8 Hydroxylamin in einer Konzentration 
von 10-4 mol. die Atmung von Pneumococeus praktisch nicht hemmt ?. 


5. Sauerstoffverbrauch und Wasserstoffsuperoxydbildung. 


Um das Verhiltnis von Sauerstoffatmung und H,0O,-Bildung 
kennenzulernen, haben wir diese beiden GréBen mit verschiedenen 
Substraten gemessen. Wie Tabelle IX zeigt, sind beide einander un- 
gefahr proportional. Die quantitativen Bestimmungen der H,0O,- 
Bildung und der Atmung in 60 Minuten sind in Tabelle X zusammen- 
gefaBt. Bei manchen Versuchen wurde auch Hydroxylamin zugesetzt, 
was jedoch fast keinen EinfluB auf die Resultate hatte. Wie aus der 
Tabelle X ersichtlich ist, wurden ungefihr 80°, des verbrauchten 
Sauerstoffs als H,O, wiedergefunden. Anaerob erschien kein H,Qg. 
Phosphatzusatz hatte keinen Einflu8 auf die H,O,-Bildung. Methyl- 
glyéxal und Dioxyaceton sind autoxydabel, werden aber von den 
Bakterien nicht veratmet. Brenztraubensiure wird zwar veratmet, 


jedoch war dabei niemals H,O, nachzuweisen, was bekanntlich auf der 
teaktion von Holleman® beruht: 
CH,CO.COOH + H,0, = CH,COOH + CO, + H,0. (1) 


1 Zeitschr. f. Biol. 48, 256, 1902; Chem. Ber. 35, 2487, 1902. — ? Bei 
B. typhosus wurde Katalase durch Hydroxylamin in einer Konzentration 
von 10-4mol. vollkommen gehemmt. Die Atmungshemmung war: bei 
10-4 mol. 8%, 107° mol. 16%, 107-2 mol. 40% und erst bei 107! mol. 100%. 
— 5 Rec. Trav. chim. Pays. Bas. et Belg. 28, 169, 1904. 
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Tabelle IX. Atmung und H,O,-Bildung. 
Pneumococcus typ. I. 





Virulenz: 10-5 emm fiir 
12g Maus 


Virulenz schwach 








Substr: 0 ne 
ate (m/10) ro a Xo ~ : 
p Titanreaktion Titanreaktion 


2 2 
| (Glucose = 100) || (Glucose = 100) 


ee erate 100 +++ 100 +44 
2 ee ae 30 sp ob 28,3 + 
Da-taos 103 +++ 105 et 
Ne pn ae 102 +++ 103 oop te 
LE 2 | a err 11 — 9,6 = 
Asparegin . 080s ss 38 ++ 41,7 ee os 
Na-Glutaminat. . . . 60 +++ 63,8 +4 
Athylalkohol. . - 1,6 — 


ieee ota onan Ne 8,5 tt 1's te 


Tabelle X. Bestimmung der H,O,-Produktion. 
Pneumococcus typ.I. Virulenz: 10~°emm (Maus), NaCl-Phosphat, 38°. 





Bakterienmenge Op ,-Verbrauch Hp, O»,-Bildung 
pro GefaB in 60 Min. in 60 Min. Hy 09/0» 


emm emm emm 


Substrate (m/10) 


ie eS Oe t — 102,5 + 84,0 0,82 
Mert i 6k EN — 107,8 + 93,2 0,87 
Maltose.... oe — 90,9 + 70,6 0,78 
NIT ce ak Se ey! — 124,3 + 102,2 0,82 
Na-Glutaminat. . . . — 94,1 + 75,2 0,80 
Glycerinaldehyd .. . ) — 13,5 + 12,8 0,95 


Wir haben den Ablauf dieser Reaktion manometrisch verfolgt 
(Tabelle XI). 


Tabelle XI. Reaktion zwischen H,O, und Brenztraubensaure. 
Hauptraum: 10cem Na-Pyruvat + 1,0cem NaCl-Phosphat (py 7,47). 
Ansatzbirne: 1. 0,2 cem 0,025 mol. H,O,; 2. 0,2 cem 3n H,SO,, 38°, Luft. 





: C09-Bi I. .Ver- 

Na-Pyruvat H, O02 nach Soin, tn Sram || bliebenes Gespaltenes HzO» 
- | 2 Oo 

a 2-2 Le asasesieprimrasenananenginicenstentj leanne 


mg emm emm frei | gebunden gesamt emm emm 9/9 


25 5200 112,4 69,2 41,1 110,3 _ 110,3 98 
5 1040 112,4 81,0 29,8 110,8 —_ 110,8 98,5 
1 208 112,4 25,4 20,9 46,3 66,8 46,6 41,2 


Fiir diesen Versuch benutzten wir kegelférmige GefiBe mit zwei 
Ansatzbirnen; vor bzw. nach dem H,O,-Zusatz wird iiberschiissige 
Saure eingekippt, die gebundene CO, bestimmt, woraus die Summe der 
entstandenen freien und gebundenen CQ, berechnet wird. Andererseits 
wird die H,O,-Abnahme durch Zusatz von Katalase bestimmt. Die 
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Mengen des zersetzten H,O, und der entstandenen CO, waren einander 
aiquivalent. Bei gréBerer Pyruvatkonzentration (5 bis 25 mg) war die 
Reaktion mit H,O, in ungefaihr 10 Minuten vollstandig abgelaufen; 
bei kleinerer Konzentration (1 mg) wurden jedoch in 30 Minuten nur 
41%, H,O, gespalten. Ahnliche Reaktionen mit H,O, sind auch fiir 
Methylglyoxal und Dioxyaceton zu beobachten. 

Nach Sevag (l.c.) entstehen bei der Lactatveratmung von Pneumo- 
coceus zuerst Brenztraubenséiure und H,O,, und diese reagieren miteinander 
im Augenblick der Entstehung, und es entstehen Essigsaure, CO, und H,O. 
H, O, sollte iiberhaupt nicht nachzuweisen sein. Da eber in der Suspensions- 
fliissigkeit von Pneumococecus Essigsiure, CO, und bedeutende Mengen 
H,0,, jedoch niemals Brenztraubenséure und Acetaldehyd nachzuweisen 
sind, ist an eine vollkommene Reaktion der Brenztraubensiure mit H,O, 
nicht zu denken. Wie der Verfasser selbst annimmt, muS eine gleichzeitig 
bestehende andere Reaktion angenommen werden. Da iiber 80% Oy, als 
H,O, erscheinen, kann der Hauptweg der Lactatveratmung nicht der 
Forme! (1) folgen. 


6. Bestimmung des respiratorischen Quotienten. 
Bei vollkommener Oxydation der Glucose zu CO, und H,O, ware 
bilanzmaBig folgende Reaktion zu erwarten: 
C,H,.0, + 6H,O + 120, = 6CO, + 12 H,O,. 
Folglich ist HO, O, = 1.0 und CQ,/O, = 0,5. 
Nach unserem Versuch (Tabelle X) war H,O,/O, bei der Glucose- 
veratmung 0,82. In zahlreichen Versuchen mit Pneumococcus I (Ta- 
belle XII) wurden die Quotienten H,O,/O, und CO,/O, gleichzeitig 


Tabelle XIJ. Bestimmung der respiratorischen Quotienten. 
Pneumococcus typ. I, NaCl-Phosphat + 1% Glucose, 38°, Luft. Versuchs- 
dauer: 60 Minuten. 





Virulenz ZCO0, 
(Maus) Zusatz : Leinicteiine 


eee H» 05/02 COg/O2 


ge- 


TO, |*H,0, ge- 
bunden samt 


emm Bakter. frei 


10-® _ —101,0 87,0 51,2 338 850 0,86 0,84 
10-° _ — 99,7 67,7 53,7 258 79,5 0,68 0,80 
10-5 ou —112,2 93,4 67,7 52,4 0,83 0,93 
10-°* | 10°4mol.NH,OH — 86,4) 64,4 43,8 93. 58, 0,75 0,62 
10->* | 10-4 , NH,OH — 96,0 60,0 49,0 15,3 643 0,62 0,67 
. dees _ —104,0 79,6 48,8 16,3 65 0,77 0,63 
schwach — — 96,0 49,6'63,2) 21.5 84,7 0,52 | 9,88 
10-8 10-4 mol. NH,OH  —116,2) 1082) 60,5 83 68, 0,93 0,59 
virulent**| 10-* , NH,OH | —119,8; — 1; 67,8; 5,1 — 0,61 
10-5 hs —115,0 102 |'63,0 121 756 0,89 0,66 
10-5 =| 10-4 mol. MB *** | — 78,7) 82,0/137,6) 13,2 3 0,41 0,65 
10-8 2 eer — 86,4 79,4) 46,8 14,0 0,92 | 0,71 
* Suspensionsfliissigkeit enthalt auBer NaCl-Phosphat noch K* und Mg”. 
** Versuch mit Pneumococcus typ. II]. Virulenz wurde nicht bestimmt. 
*** MB = Methylenblau. Mit 10-* mol. MB war die Atmungszunahme ungefihr 6 9/9. 
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bestimmt. Die Bestimmung des respiratorischen Quotienten geschah 
nach Warburg und Yabusoe!. Die erhaltenen Werte schwankten zwischen 
0,60 und 0,90, erreichten jedoch niemals ganz den Wert 1,0. Die Werte 
von CO,/O, schwankten gleichfalls, lagen jedoch immer uber 0,5. Die 
Oxydation entspricht also nicht der vollkommenen Verbrennung; es 
miissen noch Nebenreaktionen angenommen werden. 


7. Virulenz und H, 0,-Bildung. 

DaB die H,O,-Bildung mit der Virulenz zusammenhangt, ist bisher 
vielfach berichtet, aber quantitativ wenig untersucht worden. Ta- 
belle XIII enthalt die Ergebnisse unserer Versuche. Bei Pneumococcus 
bilden die virulenten Stamme mehr H,O, als die avirulenten, was aber 
bei anderen Bakterien nicht immer zu bemerken ist. 


Tabelle XIIT. Virulenz und H,O,-Bildung. 
NaCl-Phosphat + 1% Glucose + 1074mol. Hydroxylamin?. 60 Minuten. 
38°. Als Katalase 5°%ige haimolysierte Pferdeerythrocytenlésung benutzt. 





Virulenz | Bakterien 
Art der Bakterien (Hams) | peo GEMS | zy. ry,0, |H202/02 
emm | emm eels 


Titan- 
reaktion 


8,7 — 102,5 ; 0,82 44-4 
| 10-54 6,71 — 101,0 0,86 | +++ 
Pneumocoeeus typ. I | 5,81 |— 99,7 7,7) 0,68 | +++ 
— 99,3 54.6 0,56 aa 
— 96,0 0,52 + 
— 119,2° - 0,78 |} +++ 
1 — 113,0 2 0,32 + 
it | 10-4 * 9,4 — 120,6 f 0,87 |++4+ 
i> 1071 * sh — 111,3 7 0,79 +4 
e , IV | avirulent 11,2 — 145,7 0,44 
Streptovoceus St. . . 10-6 16,4 — 119,14 i 0,09 
Enteroceecus viridans | avirulent 17,8 — 109,90 6| 0,11 
Diplococcus a ‘ 21,5 — 108.4 F 0,88 


* Kapselhaltig. 


>~I 


_~ 
Crh = © 


schwach 


| 
{ 10-4 * 
(> 10 


s© 


Il 


“10 ~1 


8. Atmung und Methimoglobinbildung. 


Wenn man H,0, zu Haémoglobin zusetzt, wird dieses zuerst braun, 
wobei Methamoglobin entsteht. Die Farbe wird dann griinlichbraun, 
griin und schlieBlich unter Klarung leicht gelblich. Diese Erscheinung 
ist auch in der Umgebung von Kolonien auf Blutagarnahrbéden wahr- 
zunehmen. Da Pneumococcus durch seine Atmung H,O, produziert, 
ist diese Erscheinung verstandlich. Quantitativ ist dieser Vorgang 
jedoch schwer zu verfolgen, da das Hamoglobin selbst als Peroxydase 
wirkt und es auBerdem viel Katalase enthalt, die auch durch mehrfaches 


1 Diese Zeitschr. 146, 380, 1924. — * 10-4 mol. Hydroxylamin hemmt 
die Blutkatalase etwas, jedoch wird davon nicht sémtliche Katalase in 
5%iger Erythrocytenlésung betroffen. 
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Umbkristallisieren des Hamoglobins kaum vollkommen zu entfernen ist. 
Wir untersuchten die Methimoglobinbildung bei einer hamolysierten, 


ungereinigten Erythrocytenlésung. Uber den Zusammenhang zwischen 
der Methamoglobinbildung und der H,O,-Konzentration orientiert 
Tabelle XIV. 


Tabelle XIV. Methamoglobinbildung durch H,O,. 
Hamoglobinlésung: Zu Pferdeerythrocyten wird destilliertes Wasser bis 
zum urspriinglichen Blutvolumen zugesetzt. Nach dem Zentrifugieren der 
hamolysierten Fliissigkeit wird der obenstehenden Fliissigkeit das gleiche 
Volumen NaCl-Phosphatlésung zugesetzt. Hauptraum: 2 cem Hamoglobin- 
l6sung. Ansatzbirne: 1. 0,2 com H,O,-Lésung; 2. 0,2 cem gesattigte Ferri- 
cyankaliumlésung. 38°. Nach dem 30 Minuten langen Schiitteln wird CO 

eingefiillt und die Ferricyanidlésung eingekippt. 





Endkonzentration Zugesetztes Entstandenes Methimoglobin- Methimoglobin- 
des Hy Op» H» Op» co bildung bildung 


Mole Liter emm emm emm CO V9 


107! 2240 + 151 24, 13.9 
10-2 224 + 170 , 3,1 
10-8 22.4 +171 , 2.6 
10-4 2,24 + 174 : 0,9 

0 0 + 175.5 = 


Die Methimoglobinbildung wurde manometrisch nach Haldane- 
Barcroft in der Anordnung von Warburg! bestimmt. 

Wie aus der Tabelle XIV ersichtlich, ist der durch die Katalase 
bewirkte Verlust von H,O, bedeutend, wenn das H,O, direkt dem 
Hamoglobin zugesetzt wird. Bei Zusatz von m/10 H,O, betragt die 
Methamoglobinbildung nur 14%. (Fiir diese Reaktion ist selbstver- 
standlich die Gegenwart von O, unnétig.) Wenn man die 18stiindige 
Bouillonkultur von Pneumococcus zentrifugiert, ist die H,O,-Reaktion 
der tiberstehenden Fliissigkeit nur gering ; die Konzentration ist ungefahr 
10-4 bis 10-® mol. Wird dieser Fliissigkeit Hamoglobin zugesetzt, so 
wird sie bei 38° in 30 Minuten schwach braunlich; die Methimoglobin- 
bildung ist dabei allerdings nur gering. (Hierfiir sind wahrscheinlich 
Bakterien verantwortlich, die auch nach dem Zentrifugieren noch in 
der Fliissigkeit suspendiert sind.) Wird dagegen die abgeschleuderte 
Bakterienmasse suspendiert, zuckerhaltige hamolysierte  Fliissigkeit 
zugesetzt und bei 38° geschiittelt, so wird die Fliissigkeit in 2 bis 3 Minuten 
braun und man kann Methaimoglobinbildung leicht spektroskopisch 
nachweisen. Hieraus folgt, daB das von den Bakterien gebildete H,O, 
nur in Gegenwart von Bakterien von betrachtlicher Aktivitat ist. 
Nach 10 Minuten langem Erhitzen der Bakterien im kochenden Wasser- 


! Diese Zeitschr. 227, 245, 1930; 242, 173, 1931. 
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bad hért die Methamoglobinbildung auf. Fiir die Methamoglobinbildung 
ist die Gegenwart von Sauerstoff notwendig; unter anaeroben Ver- 
haltnissen bleibt sie aus. Besonders deutlich ist die Methaimoglobin- 
bildung nach Zusatz von Substrat. Nachdem die Atmungsfahigkeit durch 
langes Schiitteln in Luft beinahe verschwunden war, ist nach Zusatz 
der hamolysierten Flissigkeit keine Methaimoglobinbildung mehr zu 
konstatieren, was deutlich den Zusammenhang zwischen Methamoglobin- 
bildung und Atmung zeigt. Aus Tabelle XV ist zu ersehen, daB die 
Methémoglobinbildung der Bakterienmenge proportional ist. Wie ein 
Beispiel in 'Tabelle XV zeigt, betraigt die Methaémoglobinbildung un- 
gefahr 38%, des verbrauchten O,*. 


Tabelle XV. Methamoglobinbildung durch Pneumococceus typ. I. 
Hauptraum: leem 50% ige hamolysierte Erythrocytenlésung +. 1 ecm 
Bakteriensuspension in NaCl-Phosphatlésung + 1% Glucose. Ansatzbirne: 
0,2cem gesittigte Ferricyanidlésung. 38°. a) = 0,0184.  Gasraum: 


Nach einstiindigem Schiitte!n mit Luft wird diese durch CO ersetzt. 





GefaiBnummer: 


Bakterienmenge inmg .. . 2! f 0,0625 
Entstandenes CO nach Ein- 
kippen des Cyanids in emm 


I + 162 


Methamoglobinbildung pro mg 


+ 
Methamoglobinbildung in emm + 28 + 8 
Bakterien in emm + 


: 112 + 144.2 + 128 
Mittel: 128.0 


Pneumococcus typ. I, Virulenz: 10~>emm (Maus). Pro GefiB: 10,5 cmm 
Bakterien. Hauptraum: 1,0ccm hamolysierte Pferdeerythrocytenlésung 
(entsprechend 104cmm CO) + 1,0cem Bakteriensuspension. LEinsatz: 
0,2 cem KOH-Lésung. Ansatzbirne: 0,2 com gesattigte Ferricyanidlésung. 
Nach der Atmungsmessung wurde der Gasraum mit CO gefiillt und die 
Ferricyanidlésung eingekippt. 
Ohne Bakterien ....... . 200 = + 104 cemm 
DEG TIAGO yu ie eee Ce vs Ree gO me + 05,3:.,; 
t...aco= + 60,3 ,, 
Methamoglobinbildung: 35,0 emm CO 
x0, = — 91,0cmm, Met.-Hb./O, = 38,4%. 


Der Ubergang von Hamoglobin zu Methamoglohin! entspricht dem 
Verlust eines Elektrons bzw. dem Verbrauch von einem Aquivalent Oxy- 
dationsmittel oder auch ein Viertel der Sauerstoffkapazitat des Hamoglobins. 
Andererseits entsteht aus 1 Mol Atmungssauerstoff 1 Mol H,O,, namlich 


* 1 Atom Fe wurde als 22400 ccm ausgedriickt. — ! Vorausgesetzt, 
daB 1 Mol Hamoglobin bzw. Methimoglobin 1 Atom Fe enthalt. 
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2 Aquivalente O. Daher kénnten eigentlich aus | Mol O, 2 Mole Methimo- 
globin entstehen. Man ersieht hieraus, da die Methimoglobinbildung 
verlustreich verlauft und aus H,O, niemals quantitativ Methamoglobin 
entstehen kann. 


9. Atmungshemmung durch H,0, und eine Bemerkung iiber die aerobe 
Ziichtung anaerober Bakterien. 


Da H, 0, bekanntlich das Wachstum von Bakterien schadigt, wirkt 
ein Zusatz von Hamoglobin zu den Nahrmedien natiirlicherweise fiir die 
Ziichtung solcher Bakterien giinstig, die wie Pneumococcus und Strepto- 
coceus, trotz der H,O,-Produktion bei Sauerstoffatmung, selbst keine 
Katalase enthalten. Wie schon erwahnt, 
reagiert auch Brenztraubensiure mit H, Og. 
Bei den Atmungsversuchen mit Pneumo- 140 
coccus nimmt der O,-Verbrauch mit der 
Zeit ab; nach Zusatz von Brenztrauben- 
siure ist jedoch bei einem einstiindigen 
Versuch keine Atmungsabnahme zu _ver- 
zeichnen (Abb. 2). Ein adhnlicher Befund 
wurde auch nach Zusatz von Katalase 
beobachtet. Da aber in Gegenwart von 
Katalase aus H,O, O, entsteht, ist hier 
der scheinbare Sauerstoffverbrauch um 20 
bis 30% kleiner. 
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Anaerobe Bakterien wachsen bekanntlich 
nach Zusatz von Gewebsstiicken (Avery und 
Morgan), Cystein (Hosoya, Quastel und 30 
Stephenson), Glutathion (Quastel und Stephen- ry) 
son), Brenztraubensaure (Berthelot), Alkali- 
sulfide (Trenkmann), Thiomilchsiure (Aubel 10 | 
und Aubertin), Thioglykolsiure (Quastel und 
Stephenson) und wahrscheinlich auch von Ascor- . = 
binséure auch in Gegenwart von Sauerstoff. 

Der Grund hierfiir ist, nach den Befunden ae wuenmnetonne 3 
: “1 i ({Virulenz: 10-5 emm (Maus).} 
bei Pueumococcus, médglicherweise der fol- 1. 1%/cige Glucose 
gende: Da die anaeroben Bakterien keine + m/10 Na-Pyruvat. 
Katalase und kein eisenhaltiges Oxydations- 2. 1%/oige Glucose. 
ferment, wahrscheinlich aber das gelbe Fer- 3. 1% ige , 
ment von Warburg enthalten’, entsteht bei + 10-2 mol. Hydroxylamin. 
ihrer aeroben Ziichtung H,O,, weshalb zu 
ihrer Kultur anaerobe Bedingungen notwendig sind. Wenn man daher 
in den Kulturmedien katalasehaltige Gewebsstiicke, oder die erwahnten 
von H,O, leicht oxydablen Substanzen zusetzt, wird auch eine aerobe 
Ziichtung méglich. 


§ 











20.30 WW 0 
Zeit in Minuten 


1 Vgl. Fujita u. Kodama, diese Zeitschr. 278, 186, 1934. 
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Es liegt nahe, anzunehmen, da®B die Ursache hierfiir nicht nur in der 
Herabsetzung des Oxydoreduktionspotentials liegt (vgl. Awbel'), sondern 
hauptsachlich in der Beseitigung des H,O, durch die genannten Substanzen 
zu suchen ist. 

Protokoll, 

Gleichzeitige Bestimmung der Atmung und H,0,-Bildung. 
Pneumococcus typ. III. Suspensionsfliissigkeit: NaCl-Phosphat + 1% 
Glucose. Katalaselésung: Aus Pferdeerythrocyten gereinigt. (Aus 1 cem 
Lésung entsteht bei 38° in 30 Minuten 14600 cmm Oy, Qxat = 126800.) 

Pro Gefa8: 9,6emm Bakterien. Gasraum: Luft. Temperatur: 38°. 





Gefiinummer 


(2° cem Bakterien- 

iit aa pereh suspension 

Flissigkeitsvolumen >= 102 , 10% ig. KOH 
0,2, Katalase 


wie 1 


Volumen des Gasraumes .. . v= 14,50 , vo™ 14,40 ccm 
GefiBkonstante k,, = 1,28 qmm k,, =1,27 qmm 
Oo Os 
10' — 31 Katalase eingekippt (tg): 
0 — 26,5 BS 55 oe 
10 pa 22 '5 h=—129|? * gol! = + 5,54 9,0 
10 —195( x, =—165' 5 —g'5, ~ + !4> 
10 — 17,0 . Ser POs * + 18,4 
10 — 12,5 
Katalase eingekippt (ft): 
5’ + 61,0) p= 61 + 5,5 
ar 4 + 66,5 
5 — 5, | emer 
5 — 55 ro, + 85 
Sauerstoffverbrauch durch Atmung. . . . . 165emm 
Sauerstoffentstehung durch Katalase . . . . t...20, = 18,4emm 
t...%, = 85 a 
H,O,-Bildung: (85 — 18,4) .2 = 133,2 emm 
_ 183,2 


‘ = 0 
iy * 100 = 81%. 


Hyg O9/Og pom 


Zusammenfassung. 


Es wird die Atmung von Pneumococcus untersucht, der als Repra- 
sentant pathogener Bakterien ohne eisenhaltiges Oxydationsferment 
dient. Hierbei wurden die folgenden Ergebnisse erhalten: Das fiir die 
Atmung optimale py liegt bei 7,1. Der EinfluB der Ionen, insbesondere 
der Kationen, ist sehr bedeutend. Im Vergleich zu der Atmung bei 
alleiniger Gegenwart von Na’ wirkt ein Zusatz von K’, Ca” und ganz 
besonders von Mg” stark atmungssteigernd. Dieses Verhalten ist unter 


! Angew. Chem. 43, 941, 1930. 
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den pathogenen Bakterien besonders bei Pneumococcus und Strepto- 
coccus ausgepragt. Ein ahnliches Verhalten ist auch bei Methylenblau- 
atmung und anaerober Garung zu beobachten. Hydroxylamin hemmt 
die Katalasewirkung in einer Konzentration von 10-4 mol. vollkommen 
und hat keinen Einflu8 auf die Atmung des Pneumococcus. Wenn man 
die Atmung mit verschiedenen Substraten bestimmt, ist das Ver- 
haltnis von Sauerstoffverbrauch zu gebildetem H,O, immer praktisch 
gleich. Es gehen ungefaihr 80%, des verbrauchten O, in H,O, tiber. 
Brenztraubensdure reagiert mit H,O, quantitativ unter Bildung von 


Essigsiure, Kohlenséure und Wasser. Ahnliche Reaktionen werden 
£ ’ 


auch mit Methylglyoxal und Dioxyaceton beobachtet. Der respiratorische 
Quotient der Glucoseveratmung ist immer héher als 0,5. Er entspricht 
nicht der vollstandigen Oxydation zu CO, und H,O,, weshalb andere 
nebenher verlaufende Reaktionen angenommen werden miissen. Unter 
den Pneumococcen hangt die H,O,-Bildung von der Virulenz ab. Je 
gréBer die Virulenz, desto gréBer die H,O,-Bildung. Dieser Zusammen- 
hang besteht aber bei anderen Bakterien nicht immer. Durch die 
Atmung der Pneumococcen wird Haimoglobin zu Methamoglobin um- 
gewandelt. 1 Mol O,-Verbrauch entspricht ungefaihr 0,38 Molen 
Methamoglobin, vorausgesetzt, daB 1 Mol Methamoglobin 1 Atom Fe 
enthalt. Im Vergleich zum entstandenen H,Q, ist die Methémoglobin- 
bildung sehr gering, da H,O, infolge der vorhandenen Katalase und der 
eigenen Peroxydasewirkung des Haimoglobins zerstért wird. Die Met- 
hamoglobinbildung durch Bakterien ist jedoch im Vergleich zum 
in vitro-Versuch sehr ausgeprigt. Die Atmungsabnahme durch H,O, 
wird durch Zusatz von Brenztraubenséure und Katalase vollstandig 
aufgehoben. Es wurde daher als wahrscheinlich angenommen, da die 
wichtigste Ursache der aeroben Ziichtungsméglichkeit der anaeroben 
Bakterien in der Beseitigung des H,O, zu suchen ist. 








_ Die Anderung des Wirkungswertes von kristallisiertem 
)-Vitamin und ihre quantitative spektrographische Bestimmung. 
Von 
L. Fuehs und J. van Niekerk,. 


(Aus dem pharmakognostischen Institut der Universitat Wien und dem 
Pharmacotherapeutischen Institut der Reichsuniversitaét Leiden.) 


(Eingegangen am 29. Januar 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Rahmen einer Arbeit iiber die Wertbestimmung von Lésungen 
des Vitamins D auf spektrographischem Wege (1) hatte der eine von uns 
festgestellt, daB auch reine kristallisierte D-Vitaminpraparate in festem 
Zustande beim Lagern im Dunkeln in verschlossenen, aber mit Luft 
gefiillten Phiolen Veranderungen erleiden, die — wie sich bei unseren 
weiteren Untersuchungen zeigte — ein recht betrachtliches Ausmab 
annehmen kénnen. 


Die verhaltnismaBig rasche Verainderung von rohen Bestrahlungs- 
produkten des Ergosterins ist bekannt und wurde vor allem von A. Windaus 
und seinen Mitarbeitern (2) eingehend studiert. Fiir das reine kristallisierte 
D-Vitamin ist jedoch bisher eine auBerordentliche Widerstandsfahigkeit 
gegen Luftsauerstoff angenommen worden (3) und auch die durch Autoxyda- 
tion der rohen Bestrahlungsprodukte eintretende Anderung der analytischen 
Zusammensetzung, des Spektrums und der Drehung ging nicht parallel mit 
der Abnahme der antirachitischen Wirksamkeit; diese wird vielmehr erst 
bei langdauernder Behandlung mit Sauerstoff zerstért. H.H. Inhoffen und 
H. Hauptmann (3) kommen daher zu dem Schlu8, daB die gegen Sauerstoff 
so empfindliche Verbindung nicht das Vitamin ist und da8 dieses sich in 
reinem Zustande sogar sehr widerstandsfahig gegen den Luftsauerstoff 
erweist. In rohen Bestrahlungsprodukten sind aber wechselnde Mengen von 
dem leicht oxydablen Tachysterin enthalten, welches eine Luftempfindlich- 
keit des Vitamins bewirkt, doch bedarf es eines mehrtigigen Schiittelns 
(einer Lésung) mit Sauerstoff, um die Hauptmenge des antirachitischen 
Faktors zu zerstéren. Die von Windaus und Auhagen (2) unter AusschluB 
von Sauerstoff durchgefiihrten Untersuchungen iiber die Bestandigkeit des 
bestrahlten Ergosterins ergaben ebenfalls Anderungen der Drehung und des 
Spektrums, die antirachitische Wirksamkeit sank dabei nur unbedeutend. 


Ein Versuch iiber die Autoxydation von reinem D-Vitamin in Lésung 
wurde von Jnhoffen und Hauptmann (2) ausgefiihrt. Sie schiittelten eine 
2,5 %ige alkoholische Lésung des Vitamins mit Sauerstoff, konnten jedoch 
dabei im Gegensatz zu den rohen Bestrahlungsprodukten keine Sauerstoff- 
aufnahme feststellen. Nach 3 Wochen war die Drehung fiir [«]p von + 103 
auf + 89,4° (in Alkohol) gesunken, das Spektrum hatte sich in seiner Form 
wenig geindert, der Absorptionskoeffizient fiir 7265 my war aber von 
2,05 auf 1,78 heruntergegangen (K mm! der 0,02 %igen Lésung). Wenn es 
dadurch auch erwiesen erscheint, daB das D-Vitamin selbst keinen Sauer- 
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stoff aufnimmt, so mu8 es sich doch unter diesen Versuchsbedingungen 
geaindert haben. Eine Analogie mit unseren Befunden beim kristallisierten 
D-Vitamin in fester Form ist sehr wahrscheinlich, und es wurde darauf bereits 
in der eingangs zitierten Arbeit (1) hingewiesen. Inhoffen und Hawptmann 
geben jedoch nur fiir die rohen Bestrahlungsprodukte Daten iiber die 
biologische Wirksamkeit vor und nach der Sauerstoffbehandlung an; gerade 
dort sind aber die Verhaltnisse wegen der gleichzeitigen Anwesenheit der 
verschiedenen Bestrahlungsprodukte viel zu undurchsichtig, um aus der 
Anderung der Drehung und der Absorptionskoeffizienten Schliisse auf die 
biologische Aktivitét ziehen zu kénnen. 


Bei den von uns verwendeten Praparaten handelte es sich um ein 
kristallisiertes D-Vitamin der Firmen FE. Merck und _ I. G. Farben- 
industrie A.-G. (I), das nach Angabe der Firma FE. Merck im Schutz- 
versuch noch zu 0,02 y vollwirksam war, und ein kristallisiertes Calciferol 
der British Drug Houses Ltd. in London (II). AuBerlich war die Ver- 
aénderung bei dem urspriinglich rein weiBen Praparat I an einer erst 
schwachen, dann starkeren Gelbfarbung zu erkennen, wahrend II schon 
von vornherein aus gelblichen Kristallen bestand, weshalb eine weitere 
geringe Farbanderung nicht so deutlich in Erscheinung trat. DaB 
tatsachlich eine teilweise Umwandlung des D-Vitamins stattfand, ging 
klar aus den quantitativen spektrographischen Untersuchungen im 
ultravioletten Licht hervor, und zwar betrug die Abnahme der Extink- 
tion nach | Jahr bei I 19%, bei Il 8°. Daraus wurde nun auf eine 
Verminderung des Wirkungswertes beider Praparate in mindestens 
gleichem AusmaB geschlossen. 

Ks sei hier noch erwahnt, daB das Calciferol bereits zu Beginn der 
Untersuchungen (Offnen der Originalpackung) eine um 9% geringere 
Absorption besaB als das Praparat I und daher nach einjahriger Lagerung, 
entsprechend der weiteren Abnahme von 8%, nur mehr maximal 
84% reines D-Vitamin enthalten konnte. Fiir eine biologische Uber- 
priifung dieser Befunde waren die Differenzen noch zu klein, da sie der 
méglichen Fehlergrenze der Auswertung im Tierversuch zu nahe lagen 
und wahrscheinlich kein klares Bild ergeben hatten. Wir beschrankten 
uns daher vorerst auf eine weitere spektrographische Kontrolle und 
verwendeten hierzu wie friiher Lésungen bestimmter Mengen der beiden 
D-Vitaminpraparate in Normalbenzin. In welcher Weise sich die Lage 
der Absorptionskurven anderte, d.h. die Absorption innerhalb zweier 
Jahre abnahm, ist aus den Kurvenbildern (Abb. 1 und 2) zu ersehen. 
Abweichend von der sonst iiblichen Darstellungsart wurde jedoch als 
Ordinate der Logarithmus des prozentualen Extinktionskoeffizienten 
eingesetzt, weil dies einerseits die Berechnung der Menge des wahrschein- 
lich noch vorhandenen D-Vitamins vereinfacht, andererseits bei den 
nicht mehr einheitlichen Substanzen keine andere BezugsgréBe als die 
Einwage bzw. der aus der Einwage berechnete Prozentgehalt der Lésung 
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aur Verfiigung stand. Nach dem Lambert- Beerschen Absorytionsgesetz 


E = log ° = K.c.d ist somit hier K der prozentuale Extinktions- 


koeffizient — weiterhin mit Ko, bezeichnet —, wenn die Konzentration ¢ 
in g pro 100 cem Lésung angegeben wird; d ist die Schichtdicke in cm, 
/, die Intensitaét des einfallenden, / die des hindurchgelassenen Lichtes. 

Aus dem Verlauf der zu verschiedenen Zeiten ermittelten Absorp- 
tionskurven der D-Vitaminpraparate I und II (Abb. 1 und 2), die — 
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Abb.1. D-Vitamin-Praparat I in Normal- Abb. 2. D-Vitamin-Pra&parat II in Normal- 
benzin : benzin : 

a) unverindert, b) nach 12 Monaten, a) sofort nach Offnen der Original- 

c) nach 24 Monaten. packung, b) nach 12 Monaten, c) nach 
22 Monaten, d) nach 24 Monaten, e) un- 

verindertes D-Vitamin-Praparat I. 








abgesehen von einer geringen Abflachung — nur nahezu parallel ver- 
schoben sind, kénnen Schliisse in zwei Richtungen gezogen werden. 
Entweder besitzt das Umwandlungsprc dukt des D-Vitamins (méglicher- 
weise sind es mehrere) ein ahnliches, aber weniger intensives Absorptions- 
spektrum wie dieses selbst, oder der neu entstandene Kérper absorbiert 
das ultraviolette Licht nur in verhaltnismaBig geringem MaBe und tbt 
daher auf das Spektrum des noch vorhandenen unveranderten D-Vitamins 
bloB einen geringen Einflu8 aus. Wie immer aber die Verhaltnisse 
liegen, miissen sich die Extinktionen aller nebeneinander in der Lésung 
befindlichen Substanzen summieren, falls sie sich gegenseitig nicht 
beeinflussen, also chemisch nicht aufeinander einwirken. Der gefundene 
Extinktionskoeffizient wiirde sich demnach zusammensetzen aus 


I 
E = log 7 FE, + H+ +--+ = [K,.ce,+ K,.c,+ --:]d, 
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worin £,, LE, usw. die Extinktion der einzelnen Komponenten bedeutet. 
Es hat sich aber gezeigt, daB beide D-Vitaminpraparate mit zunehmender 
Umwandlung nur mehr teilweise in Normalbenzin léslich waren, obwohl 
sie sich friiher leicht darin gelést hatten, und das Umwandlungsprodukt 
zumindest zum GroBteil in gelborange gefarbten Flocken zuriickblieb. 
In Alkohol war aber auch der gelbe K6érper léslich. Wir hatten dadurch 
die Méglichkeit, die Absorptionsspektren des in Normalbenzin léslichen 
Teiles, der das D-Vitamin enthalten muBte, des darin unléslichen Teiles 
und die Summe beider durch Lésen des ganzen Produktes in Alkohol 
gesondert zu bestimmen. In Abb. 3 sind diese Kurven (relative Extink- 
tionskurven) wiedergegeben. Das 





Umwandlungsprodukt des  D- +O4 
Vitamins (in Alkohol) zeigt eine 
nahezu kontinuierlich gegen das +62 


kurzwellige Ultraviolett zuneh- 
mende Extinktion, was sich bei 
der Lésung des Gesamtproduktes 
in einer deutlichen Abflachung 
des Minimums bei / 230my aus- i Yo 
wirkt (Abb. 3c). Die Absorp- , SN 
tionskurve des in Normalbenzin ~}——+-— 1 Ye — 
léslichen Anteiles ist wohl gegen + ee 
die normale Kurve des D-Vita- -68 |}——— ee 
mins im Bereich des Minimums ~ 
ein wenig verandert, doch diirfte 295-320 Pw 26020 300 ke0 
dies nur auf den Einflu8 gerin- “ 
ger Mengen des Umwandlungs- 
produktes zuriickzufiihren sein, 
die auch hier in Lésung gegangen 
sind. Besonders die letzteren 
Untersuchungen bestairkten uns 
in der Annahme, daB eine exakte Wertbestimmung eines teilweise 
veranderten, kristallisierten D-Vitaminpraparates durch Bestimmung 
des Absorptionsspektrums der Normalbenzinlésung méglich sei, wenn 
die Extinktion beim Maximum / 265 my der Berechnung zugrunde 
gelegt wird. 

Der nach zweijahriger Aufbewahrung spektrographisch bestimmte 
Prozentgehalt an unverindertem D-Vitamin betrug beim Praparat I 
45%, bei II 66%. Die soweit umgewandelten Praparate wurden nun 
nach der von J. van Niekerk und J. W. R. Everse angegebenen und seit 
Jahren mit Erfolg angewendeten Heilmethode mit Réntgenkontrolle (4) 
biologisch gepriift. Wir wollen uns hier auf die Angabe der notwendigsten 
Daten beschranken. 
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Abb. 3. D-Vitamin-Priparat I: 
a) in Normalbenzin lislicher Anteil von 
5,330 mg (in 50cem Normalbenzin), 
b) in Normalbenzin unléslicher Anteil 
von 5,330 mg (in 50 eem Alkohol). 
¢) 2,115 mg Praparat I in 50cem Alkohol. 
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Als Futter fiir die jungen weiBen Ratten wurde Steenbocks rachitogene 
Kost Nr. 2965 verwendet, zum Versuch gelangten nur Tiere mit aus- 
gesprochener Rachitis. Die Versuchstiere erhielten wahrend 14 Tagen 
taglich je 0,1 eem des D-Vitamin enthaltenden Oles, als Vergleich dienten 
zwei Lésungen ,, Internationales Standard-D-Praparat‘’ mit sechs bzw. drei 
internationalen Einheiten pro cem. Als gleichwertig mit dem Internationalen 
Standard-D-Praparat erwiesen sich Arachiséllésungen, die 0,27 bzw. 
0,135 y des Priparats I pro cem und 0,196 bzw. 0,098 y des Praiparats II 
pro cem enthielten. Der Heilungsproze8 —- es wird bei dieser Methode 
bekanntlich keine vollstandige Heilung angestrebt — wurde bei den Versuchs- 
tieren an Réntgenogrammen der Hinterbeine, welche 7, 10 und 14 Tage nach 
Beginn des Versuchs hergestellt wurden, verfolgt und das Mittel der Heilungs- 
qualifikationen (4) (0 ist der rachitische Ausgangswert, 7 ist vollstaindige 
Heilung) als Grundlage der Bewertung genommen. Jede Serie umfaBte 
8 bis 12 Ratten, nur in einem Falle 5 (Praparat I mit 0,196 y pro cem). 


Da die Wirkung der Lésung von 0,27 baw. 0,135 y des D-Vitamin- 
praparats I pro lecm Arachisél gleich war wie jene des Internationalen 
Standard-D-Praparats mit 6 bzw. 3 1.-E. pro 1 cem Ol, berechnet sich 
daraus eine biologische Aktivitat des Priparats I von 22200 L.-E. und 
fiir das Praparat II (0,196 y = 6 1.-E.) von 30600 1.-E. Die folgende 
Gegeniiberstellung der biologisch und spektrographisch ermittelten 
Werte und der entsprechenden Extinktionskoeffizienten beim Maximum 
des D-Vitamins 2265 my bringt die befriedigende Ubereinstimmung 
beider Methoden deutlich zum Ausdruck. 


Tabelle. 


Biologische Aktivitat aus 
der spektrographischen 
Bestimmung berechnet* 








> ’ 
Priparat Aktivitat 


| 
Ko), Biologische 
| 


4265 mu 


Reines D-Vitamin 447 42000 L-E. 
50 090 I.-E. 
40 200 L.-F. 7 


Praparat I 200 22 200 I.-E. nach ** 18800 I.-E. 
(verandert) . + 22400 L.-E. 
++ 18100 I.-E. 


Praparat II 296 30 600 L.-E. » ** 27800 L-E. 
(verandert) » + 383000 L-E. 
| |) +t 26600 I.-E. 

* Die migliche Fehlergrenze der biologischen Wertbestimmung gestattet es nicht, mit 
absoluter Sicherheit eine Auswahl zwischen den drei Angaben fiir die Aktivitit des reinen 
D-Vitamins zu treffen. — ** Callow, Se. Journ. Roy. Soc. Sc. Vol. IV. 1984. — + Angabe von 
E. Merck und I. G. Farbenindustrie A.-G. — ++ Nicht publizierte Bestimmungen von van Niekerk. 

Die Differenzen sind jedenfalls nicht gréBer als die Schwankungen 
in den Angaben iiber den biologischen Wirkungswert des reinen D-Vita- 
mins. Vielleicht haéngen diese verschiedenen Befunde bei den reinen 
Praparaten (40000 bis 50000 I.-E.) aber gerade mit der Verainderung 
und der damit verbundenen Abnahme der Aktivitét von kristallisiertem 
D-Vitamin zusammen. Die spektrographische Methode  gestattet 
zweifellos, dort, wo sie iiberhaupt anwendbar ist, eine genauere quanti- 
tative Bestimmung eines einheitlichen Kérpers, als sie durch eine 
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biologische Methode erreicht werden kann. Berechnet man die Aktivitat 
des reinen D-Vitamins nach den Untersuchungen von van Niekerk mit 
anderen kristallisierten Praparaten auf 402001.-E., dann ware das 
verdnderte Praparat I 55°% ig, das Praparat IT 76° ig; nimmt man aber 
fiir das urspriinglich reine D-Vitamin, entsprechend den Angaben von 
E. Merck und der I. G. Farbenindustrie A.-G., den Wirkungswert mit 
50000 I.-E. an, so kénnte das Praparat I nur mehr 44%ig und das 
Praparat II nur mehr 61%ig sein (spektrographisch: I = 45 %ig, 
II = 66% ig). Um auch diese letzte Unstimmigkeit zu klaren, die fiir 
unsere hier mitgeteilten Befunde nicht von ausschlaggebender Be- 
deutung ist, haben wir eine neuerliche Uberpriifuug von reinem, nicht 
bereits langere Zeit gelagertem, kristailisiertem D-Vitamin nach der 
gleichen biologischen Methode in Angriff genommen und werden spater 
dariiber berichten. 

Wir konnten somit nicht nur den Beweis erbringen, daB die spektro- 
graphische Wertbestimmung befriedigende Resultate liefert, sondern 
auch, daB urspriinglich reine, kristallisierte D-Vitaminpraparate, wenn 
sie einige Zeit aufbewahrt wurden, nicht mehr unbedingt als vollwertig 
angesprochen weiden kénnen. Wie eingangs erwahnt, hatte das Pra- 
parat II schon beim Offnen der Originalpackung (zugeschmolzenes 
Roéhrchen aus braunem Glas) einen um 9% kleineren Extinktions- 
koeffizienten bei 4265 my als reines D-Vitamin, was nach unseren 
Befunden bei dem weitgehender veranderten Produkt einer Verminderung 
des Wirkungswertes in der gleichen GréBenordnung entsprechen muB. 
Trotzdem war die Umwandlung nach einem Zeitraum von 2 Jahren 
wesentlich geringer als bei dem urspriinglich einwandfreien Praparat I. 
Daraus ergibt sich eine gewisse Unsicherheit, die sowohl bei der Her- 
stellung von D-Vitamin enthaltenden Ollésungen aus gelagerten, 
kristallisierten Produkten fiir therapeutische Zwecke, als auch ganz 
besonders dann von Bedeutung ist, wenn als internationales Standard- 
D-Praparat kristallisiertes D-Vitamin verwendet werden sollte. Es ist 
in diesem Falle unbedingt die spektrographische Kontrolle zu fordern, 
die — wie unsere Untersuchungsergebnisse zeigen -— rasch sichere 
Resultate liefert, wihrend fiir den Tierversuch Wochen benétigt werden 
und eine groBe Rattenzucht zur Verfiigung stehen mu8. Ollésungen 
auch von nicht gereinigtem D-Vitamin scheinen allerdings, besonders 
bei kiihler Aufbewahrung, durch langere Zeit haltbar zu sein (5). 

Um welchen K6rper es sich handelt, der bei der Umwandlung von 
kristallisiertem D-Vitamin beim Lagern im Dunkeln in Gegenwart von 
Luft entsteht, kénnen wir gegenwiartig nicht angeben, da die diesbeziig- 
lichen Untersuchungen noch im Gange sind. Nach dem Absorptionsspek- 
trum kénnten es aber ahnliche Verbindungen wie die Suprasterine sein. 

Die Spektralaufnahmen wurden mit einem Quarzspektrographen von 
C. Zeiss, Jena, durchgefiihrt; Kamera 13 x 18 em, Hiifnerprisma, doppelter 
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Kiivettensatz nach G. Scheibe (je 21 Kiivetten), Schwachung des Vergleichs- 
spektrums mittels rotierendem Sektor nach G. Scheibe, als Lichtquelle 
dienten Wolframelektroden. Die Ausmessung der Spektren erfolgte mit dem 
MeBmikroskop von C. Zeiss. 

Zusammenfassung. 


Kristallisiertes D-Vitamin erleidet, obwohl bisher eine auBer- 
ordentliche Widerstandsfihigkeit gegen Luftsauerstoff angenommen 
wurde, bei langerer Aufbewahrung im Dunkeln in Gegenwart von Luft 
eine teilweise Umwandlung, die sich auBerlich durch eine Gelb- bis 
Gelborangefirbung bemerkbar macht. Damit tritt gleichzeitig cine 
Abnahme der Absorption im Ultraviolett ein, und das Praparat ist nicht 
mehr vollsténdig in Normalbenzin léslich. Das Umwandlungsprodukt 
(ein Gemisch mehrerer K6rper ist nicht auszuschlieBen) besitzt eine 
gegen das kurzwellige Ultraviolett nahezu kontinuierlich ansteigende 
Absorptionskurve, die jener der Suprasterine ahnelt, wahrend das 
Spektrum des in Normalbenzin léslichen Teiles fast vollstaéndig dem 
des reinen D-Vitamins entspricht. Der aus den Absorptionsspektren 
berechnete Gehalt an D-Vitamin bei zwei durch zweijahriges Lagern 
veranderten, kristallisierten D-Vitaminpraparaten (I = 45%ig, I 
= 66% ig) weicht nicht starker von dem im Tierversuch (Heilmethode) 
ermittelten Wirkungswert (I = 22200 I.-E., I1 = 30600 I.-E) ab, als es 
auch bei den fiir das reine, kristallisierte D-Vitamin von verschiedenen 
Autoren festgestellten Werten der biologischen Aktivitét (40000 bis 
50000 I.-E.) der Fall ist. Die spektrographische Kontrolle kann somit 
hier ebenfalls die langwierige biologische Wertbestimmung ersetzen. 

Bei der Verwendung von (gelagertem) kristallisiertem D-Vitamin 
zur Herstellung von Ollésungen fiir therapeutische Zwecke, besonders 
aber als Standard-D-Praparat, erscheint wegen der festgestellten Ver- 
anderungen eine quantitative Uberpriifung durch Bestimmung des 
Absorptionsspektrums im Ultraviolett unbedingt notwendig. 
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Beitrige zur Theorie der Narkose. III’. 
Von 


Kurt H. Meyer und H. Hemmi. 


(Aus den Laboratoires de chimie inorganique et organique der Universitat 
Genf.) 
(Eingegangen am 31. Januar 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Gleichartigkeit der narkotischen Wirkung, die wir bei so ver- 
schiedenartigen Verbindungen wie Stickoxydul, Ather, Chloroform 
und endlich manchen Schlafmitteln finden, hat friihzeitig die Forscher 
veranlaBt, nach einem gleichartigen Wirkungsmechanismus zu suchen. 
Wahrend Schmiedeberg noch in einer chemischen Wirkung, z. B. des 
gebundenen Chlors oder der Athylgruppe das Wesen der Narkose 
sah, verzichteten spatere Autoren auf die Annahme solcher spezifisch 
chemischen Wirkungen und nahmen nur eine lockere Bindung an das 
Zellprotoplasma an, welche durch Lésungskrafte bedingt ist. Diese 
Auffassung ist am deutlichsten in der Narkosetheorie von H. Meyer 
und Overton ausgesprochen worden, nach der die Narkose durch eine 
Auflésung der narkotisch wirkenden Substanzen in gewissen Zellbestand- 
teilen, namlich den Lipoiden, hervorgerufen werden soll. H. Meyer 
und Overton verzichten also hierbei, um moderne Begriffe einzufiihren, 
auf die Anschauung einer ,,chemischen“, d.h. homéopolaren Bindung 
zwischen Narkoticum und Zellbestandteilen und setzen an ihrer Stelle 
eine Bindung durch van der Waalssche Krafte. Dieser SchluB wird be- 
statigt durch die Tatsache, daB viele Narkotica unverandert den Or- 
ganismus verlassen und demnach nicht in eine ,,chemische Reaktion 
mit den Zellbestandteilen eingetreten sein kénnen. 

In spateren Jahren ist von einer Reihe von Autoren eine andere 
Theorie der Narkose vorgeschlagen worden, die ebenso wie die Lipoid- 
theorie nur eine Bindung durch Nebenvalenzkrafte an Zellteile annimmt, 
die aber nicht chemisch, sondern morphologisch definiert werden: Nach 
ihr sollen die Narkotica besonders die Grenzflichen in den Zellen be- 
setzen, sie sollen in den Zellen ,,adsorbiert*‘ werden. Auf den Parallelis- 
mus von Oberflichenaktivitét und narkotischer Wirksamkeit hat 
zuerst 7T'raube? aufmerksam gemacht; spater hat Loewe*® die Ansicht 
ausgesprochen, daB die Narkotica in den Zellen nicht gelést, sondern 


! T. Mitteilung: Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 55, 1920; IT. Mitteilung: 
ebenda 126, 281, 1923. — ? Pfliigers Arch. 105, 541, 1904; 158, 276, 1913; 
160, 501, 1915. — * Diese Zeitschr. 42, 150, 1912. 
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adsorbiert werden. Endlich hat Warburg! versucht, dieser Theorie 
einen besonders plausiblen biologischen Inhalt zu geben. 

Der Zweck der vorliegenden Arbeit ist es, beide Theorien unter 
dem Gesichtspunkt der inzwischen weit fortgeschrittenen physikalisch- 
chemischen Forschung, die namentlich das Problem der Adsorption 
weitgehend geklart hat, zu behandeln und neues experimentelles Ma- 
terial beizusteuern. 

1. Adsorption und Lésung. 


Da die Kenntnis der heutigen Anschauungen iiber Adsorption 
und Lésung hier nicht ohne weiteres vorausgesetzt werden kann, seien 
sie im folgenden kurz referiert. Unter Adsorption versteht man die 
Anreicherung eines Stoffes an der Grenzflache zweier Phasen, unter 
Lésung die Anreicherung und gleichmaBige Verteilung im Innern einer 
fliissigen oder festen Phase. Man hat viele Jahre lang geglaubt, beide 
Phanomene durch ihre Gleichgewichtskurven (Isothermen) charak- 
terisieren und unterscheiden zu kénnen: Die ,,Adsorptionsisotherme*‘ 
sollte von der ,,Lésungsisotherme“ verschieden sein. Wir wissen heute, 
daB dieses Unterscheidungsmerkma] nicht besteht und daB daher eine 
Reihe von Behauptungen iiber Nachweis einer ,,Adsorption™ nicht 
mehr als richtig gelten kénnen. 

Die tiefere Kenntnis der Anziehungskrafte zwischen Molekiilen 
oder Atomen, ferner die Ergebnisse der statistischen Mechanik iiber 
Gleichgewichte fiihren zu folgender Auffassung: Es gibt keine be- 
sonderen ,,Adsorptionskrafte. Vielmehr werden adsorbierte Atome 
oder Molekiile durch die gleichen Krafte in der Oberflache festgehalten, 
die auch bei einer anderen Wechselwirkung zwischen Atomen oder Mole- 
kiilen auftreten: naimlich elektrostatische Anziehungskrafte zwischen 
Ionen, homéopolare Bindungen nach Art einer C—C- oder CO-Bindung, 
oder éndlich van der Waalssche Krafte (dielektrische Bindung durch 
molekulare Streufelder, quantenmechanische Austauschkrafte). 

Die aus der Umgebung aufgenommene Menge a eines Stoffes wird 
auBer durch seine Konzentration c in der Umgebung durch folgende 
Faktoren bestimmt: 1. Durch die Anziehungskrafte, die von dem auf- 
nehmenden Stoff ausgeiibt werden und bei der Aufnahme als Wirme- 
ténung A gemessen werden kénnen. (/, molare Warmeténung der Auf- 
nahme, kann sowohl Absorptions- wie Adsorptionswarme sein). 2. Durch 
den Platz g, der den aufzunehmenden Molekiilen zur Verfiigung steht. 
Diese Beziehung wird durch folgende Gleichung ausgedriickt, in der 6 
einen Proportionalitatsfaktor bedeutet: 

- 
a= p-c-ekT. g, 


1 Pfliigers Arch. 144, 465, 1912; diese Zeitschr. 119, 134, 1921. 





Beitrige zur Theorie der Narkose. III. 41 


In groBer Verdiinnung ist / konzentrationsunabhangig ; bei gréBerer 
Konzentration andert sich sein Wert: Wahrend im ersteren Falle ein 
aufgenommenes Molekiil nur an Molekiile des aufnehmenden Stoffes 
grenzt, wird es im zweiten Falle auch von schon vorhandenen gleich- 
artigen Molekivlen umgeben, deren Zahl] mit der Verdiinnung abnimmt. 
Dies fiihrt zu einer Konzentrationsabhangigkeit von 7. , der ,,zur 
Verfiigung stehende Raum‘, ist nicht gléich dem Gesamtvolumen v 
der Lésung! oder des Adsorptionsraumes, sondern in erster Naherung 
gleich der Differenz dieses Volumens v und des von den bereits auf- 
genommenen Molekiilen a beanspruchten Raumes a.y (y = Raum- 
beanspruchung eines Molekiils bzw. Mols) 


yp = v— ay. 


Man erhalt so 


4 


a= B-c-eFT. (vy — ay). (1) 


Vernachlassigt man nun in erster Naherung die Anderung von / 
a 
mit der Konzentration, so kann man f.e*®? zusammenziehen K 
und erha]lt dann 
a=c.K.(v— ay), 


woraus sich durch Umformung ergibt 


yt K-e-wv 
~ 14+ Kye 


Diese Gleichung ist von Langmuir fiir die Adsorption entwickelt worden 
und ist als ,,Langmuirsche Adsorptionsisotherme” bekannt. Sie besitzt 
als Naherungsgleichung Giiltigkeit fiir alle Arten Gleichgewichte 
(u. a. Lésungs- und Adsorptionsgleichgewichte) *. 


Handelt es sich um ganz bestimmte Atomgruppen, die die Molekiile 
aus der Umgebung anziehen, z. B. N H,-Gruppen gegeniiber H Cl-Molekiilen, 
so kann man v als Gesamtzahl der vorhandenen N H,-Gruppen, @ als Zahl 
der aufgenommenen Molekiile = Zahl der besetzten NH,-Gruppen und 
den Platz g = v—a als Zahl der noch zur Verfiigung stehenden N H,- 
Gruppen definieren. Die Konstante » wird dann = 1. Dabei ist es gleich- 
giiltig, ob sich die NH,-Gruppen an der Oberflache eines Kristalles, oder im 
Innern eines permutoidreagierenden Kolloids, z.B. Wolle, oder in einer 


' Als ,,zur Verfiigung stehender Raum‘ kommt bei einem von den 
Molekiilen einer Fliissigkeit ausgefiillten Volumen nicht das ganze Volumen, 
sondern in Wirklichkeit ein definierter Bruchteil, das ,,mikroskopische 
Volumen‘: in Betracht. Vegl. Miiller-Powillet, Lehrb. d. Phys., 11. Aufl., 
8, 2. Halfte, 1926. 2 Uber die Identitaét von .,Massenwirkungsgesetz* 
und ,,Adsorptionsisotherme* siehe Valkdé, Kolloidzeitschr. 51, 130, 1930. 
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Fliissigkeit (z. B. einer fliissigen, organischen Base) oder in einer Loésung 
befinden (z. B. in der Lésung einer Base in einem indifferenten Mittel). 
Aus Gleichung (2) ergibt sich folgendes: Bei groBer Verdiinnung 
(also Kye <1) kann Kye im Nenner vernachlassigt werden und 
man erhalt 
a = Kev; 


da v konstant bleibt, kann man K.v = k& setzen und erhalt 
a=k.ec, (3) 


d.h. Proportionalitét der aufgenommenen Menge mit der Konzen- 
tration ¢ in der Umgebung: Giiltigkeit des sogenannten ,,Henryschen 
oder des ,,Nernstschen Teilungskoeffizienten“. 


‘ 


Cesetzes® 
Mit wachsendem c wachst a langsamer als c; bei sehr hoher Konzen- 

tration wird K yc> 1, so daB die Zahl 1 im Nenner der Gleichung (2) 

vernachlassigt werden kann und Gleichung (2) tibergeht in 


_ K-ev 
Kyc 


6= 
y =. 
a wird jetzt unabhangig von c; es strebt einem Endwert zu, wenn die 
, Sattigung™ erreicht ist, d.h. wenn das ganze zur Verfiigung stehende 
Volumen v von dem aufgenommenen Stoff a. y beansprucht bzw. wenn 
alle aufnehmenden Atomgruppen oder die ganze Oberflache besetzt sind. 


Findet man also durch Bestimmung des Gleichgewichts bei verschiedenen 
Konzentrationen Proportionalitit von a mit c (Henrysches Gesetz), 80 
beweist dies nur, daB man sich im verdiinnten Gebiet befindet. Abweichungen 
beweisen, daB man schon nicht mehr im ideal verdiinnten Gebiet ist. Eine 
Entscheidung zwischen Adsorption und Lésung ist also durch die 
Isothermen nicht méglich. Diese Darlegungen geniigen, um nunmehr 
einige Arbeiten, in denen auf ,,Adsorption“ von Narkoticis geschlossen 
wird, kritisch zu behandeln. 


2. Die Adsorptionstheorie von S. Loewe. 

Die experimentellen Unterlagen, die Loewe! zu der Annahme 
fiihrten, daB die Narkotica in den Zellen adsorbiert werden, sind die 
folgenden: Er schiittelte Chloroform mit Wasser und Hirnsubstanz 
und bestimmte den Teilungskoeffizienten des Chloroforms zwischen 
Wasser und Hirnsubstanz. Mit steigender Konzentration des Chloro- 
forms sah er den Teilungskoeffizienten Hirn/Wasser stark absinken 
und schloB daraus auf einen AdsorptionsprozeB. Nach den obigen Dar- 


' Diese Zeitschr. 42, 150, 1912. 
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legungen ist dieser SchluB keinesfalls berechtigt, denn Loewe hat in 
viel zu hohen Konzentrationen gearbeitet, namlich in fast gesittigter 
wiasseriger Lésung, so daB eine Konstanz der Gleichgewichtskonstante 
gar nicht zu erwarten war. Loewe hat ferner darauf hingewiesen, daB 
nach den Versuchen von Baum! die Verteilung des Sulfonals und anderer 
Schlafmittel zwischen Wasser und Olivenél nicht dem Henryschen 
Gesetz gehorcht. In diesem Falle allerdings wird mit steigender Konzen- 
tration der Teilungskoeffizient 61 zu Wasser vergréBert. Wenn es auch 
Loewe aufgefallen ist, daB hier mit der Konzentration die Gleichgewichts- 
konstante sich in umgekehrter Richtung andert, als es bei einer Ad- 
sorption an O1 der Fall sein miBte, so spricht er doch von einer Ad- 
sorption an Ol, wahrend er folgerichtig von einer Adsorption des Nar- 
koticums an Wasser hatte sprechen miissen. Loewes merkwiirdige 
SchluBfolgerung ist auch ohne Kritik von Winterstein? iibernommen 
worden. 

Die Erklarung der Abweichung vom Henryschen Gesetz ist hier 
sehr einfach. Stoffe vom Typus des Sulfonals sind, wie alle Verbin- 
dungen, die polare Gruppen enthalten, in nichtpolaren Lésungsmitteln 
wie 6] zu Doppelmolekiilen assoziiert. Bei Verdiinnung verschiebt sich 
der Teilungskoeffizient zu Gunsten des Wassers, wie am Beispiel der 
Benzoeséure von Nernst® gezeigt und theoretisch begriindet wurde. 
In neuerer Zeit hat Winterstein* aus der Verteilungskurve des Chloro- 
forms zwischen Serum und Blutkérperchen auf eine ,,Adsorption“ 
geschlossen. Seine Schliisse unterliegen denselben Einwendungen; 
vom Nachweis einer ,,Adsorption’: kann hier nicht gesprochen werden. 


3. Die Arbeiten Traubes und die ,,Traubesche Regel*. 

Bei seinen wichtigen Untersuchungen tiber die Oberflachenaktivitat 
hat Traube® gefunden, daB in einer homologen Reihe die Aktivitat 
um einen bestimmten Faktor pro CH,-Gruppe ansteigt (T7’raubesche 
Regel). Der arithmetischen Reihe in der Zahl der Methylengruppen 
entspricht also eine geometrische Reihe in den Werten fiir die Akti- 
vitaten. Spater fand T'raube eine ahnliche Beziehung auch bei der 
Wirkungsstarke der Narkotica: Pro Methylengruppe nimmt die Wirkung 
in homologen Reihen um einen Faktor zu. Diese Parallelitat zwischen 
Oberflichenaktivitét und narkotischer Wirksamkeit hat T'rawbe dazu 
gefiihrt, einen Zusammenhang zwischen beiden Erscheinungen anzu- 
nehmen. Wir wollen die ,,7’raubesche Regel** besprechen und die tieferen 
triinde dieser quantitativen Beziehung Taubes klarlegen. 


' Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 42, 119, 1899. — ? ,,Die Narkose*’, 
2. Aufl., S. 303. Berlin 1926. — * Zeitschr. f. physik. Chem. 8, 110, 1891. 
— 4 Winterstein u. Hirschberg, diese Zeitschr. 186, 172, 1927. — ° Liebigs 
Ann. 265, 27, 1891. Weitere Literatur siehe diese Zeitschr. 1538, 358, 1924. 
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Da die Oberflachenaktivitat ein Ma fiir die in der Oberfliche ad- 
sorbierte Substanz ist (Gibbssche Gleichung), so ist sie auch ein Mab 
fiir den Verteilungskoeffizienten der Substanz zwischen Oberflache 
und Lésung. Man kann daher auch die T'raubesche Regel folgender- 
maBen fassen: In einer homologen Reihe wachst der Teilungskoeffizient 
— pro CH,-Gruppe um einen Faktor; der arithmetischen Rethe 

Wasser 
der CH,-Gruppen entspricht eine geometrische Reihe der Gleichgewichts- 
konstanten (Teilungskoeffizienten). Eine derartige Beziehung ist nun 
keineswegs auf die Adsorption beschrankt, sondern gilt fiir alle statischen 
Verteilungsgleichgewichte in homologen Reihen, z. B. auch fiir die 
Nernstschen Teilungskoeffizienten!. Der Sinn dieser Beziehung sei, 
den Gedankengingen von Langmuir und Frumkin? folgend, an der 
Verteilung eines Stoffes zwischen zwei fliissigen Phasen auseinander- 
gesetzt. Bezeichnet c, die Gleichgewichtskonzentration im Medium I, 
c, die Konzentration im Medium 2, so ist die Arbeit A,, welche notwendig 
ist, um 1 Mol des Stoffes aus dem Medium mit der Konzentration ce, 
auf die Konzentration c, zu bringen, ausgedriickt durch die Gleichung: 


c 
A,= RTin-+. (4) 
Cy 
Wenn wir nunmehr die Arbeit A, mit der Arbeit A, vergleichen, welche 
einem Stoff zukommt, der sich um eine CH,-Gruppe von dem Stoff 
mit der Arbeit A, unterscheidet, so haben wir empirisch die Beziehung, 
: Si a se ee : - 4 
da8 der Teilungskoeffizient K —-' sich um einen Faktor andert, 
¢ 
2 
der mit f bezeichnet sei. Fiir A, erhalten wir dann die Gleichung: 


A, = RT inf = RT In + RT Inf = A,+ RT Inf. 


a 9 
Der Mehrbetrag von A pro CH,-Gruppe ist also: 
A, — A, = RT Inf. (5) 


Dem Faktor in der Gleichgewichtskonstante entspricht somit ein Summand 
RT \n f pro CH,-Gruppe in der Arbeit. Bei der Verteilung der Alkohole 
zwischen Wasser und ©] ist f = 4, und A, — A, berechnet sich zu 
2. 293 . 1,38 = 800 cal pro Mol. Jede CH,-Gruppe vermehrt also um 
800 cal. die Arbeit, welche notwendig ist, um 1 Mol von der einen 
Phase in die andere Phase zu bringen. Die gleiche Uberlegung gilt fiir 
das Phinomen der Adsorption an Oberflichen: Jede CH,-Gruppe fiigt 


1 Amer. Chem. Soc. 88, 2316, 1916. — * Zeitschr. f. physik. Chem. 
116, 501, 1925. 
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ein additives Glied zu der Arbeit zu, welche notwendig ist, um 1 Mol 
des adsorbierten Stoffes von der Oberflache in die Lésung zu bringen. 
Ganz analoge Beziehungen finden sich bei allen Gleichgewichten in 
homologen Reihen, z. B. bei dem Vergleich der Léslichkeiten in Wasser, 
bei dem Vergleich der Dampfdrucke reiner Substanzen; iiberall findet 
man, daB die Arbeit (freie Energie) pro CH,-Gruppe in einer homologen 
Reihe konstant bleibt und da man daher bei den Gleichgewichten 
eine geometrische Reihe erhalt. Eine Anzahl Beispiele sind in Tabelle I 
zusammengestellt. 
Tabelle [?. 











‘ ollse nie ; 3enzol 
Teilungskoeffizienten —S . leilungskoeffizienten ene 
Wasser Wasser 
der homologen Alkohole. der homologen Carbonsauren. 
Faktor 5 Faktor 
CH, 0H 0,009 66 , at CH, COOH 0,055 ran. 
‘ Qn7 U ’ ' ‘ ‘ j ’ 
C,H,OH . 0,0357 \ 4.42 C,H,COOH . 0,28 \ 385 
C3;H;OH . 0,156 | 3.77 C,H,COOH . 0,08 \ 347 
. FOO fj Vy - . nwa { Vy 
iso-C, Hy OH. 0,588 : 3.62 C,H COOH . 3,73 \ 4,39 
iso-C; H,, OH 2,13 0;H,, COOH. . 16,1 
Teilungskoeffizient in in Teil koeffizient a ners 
g{skKo 1 Waseer ellungskoetnzien Wasser 
bei 100° der homologen Alkohole. bei 100° der homologen Carbonsauren. 
Faktor Fak 
CH, 0H - 10,9 14, | BCOOR alee 
(,H,OH . . 15,4 : 136 CH,COOH .. 0,69, 4'g5 
C3H,0H . . 20,9 1 199 CgHsCOOH . . 1,28, 156 
C,H) OH . ALS 1119 CsHyCOOH. . 2,00, 4 '2g 
iso-C; H,, OH . 49,6 ate C,H,COOH . . 3,57 Ge 


Wasserlislichkeit der 


Kapillaraktivitat in reziproken Werten 
homologen Grenzkohlenwasserstoffe 


der molaren Konzentration isokapillarer 


Losungen. ; in Mol) Liter®. 
CH,OH ee ae —.. 
C,H,OH . 0,20 31 Cg Mis: 0,0016 3 1 
C,H,OH . 0,62 33 CoBing « 0,000 52, 4.0 
C,H) OH . 2,20 1 89 Ce Hs - 0,000 13 
iso-C;H,,0H ... 7,0 ee, 


Die von Traube bei der Narkose gefundene geometrische Reihe bedeutet 
also nur, daB es sich um ein Verteilungsgleichgewicht zwischen der Um- 
gebung und den fiir die Narkose entscheidenden Zellelementen handelt. 
Welche Phasen fiir diese Verteilung in Betracht kommen — ob Lipoid, 
EiweiB, Grenzfliche oder etwas anderes dariiber kénnen demnach 
Versuche in homologen Reihen gar nichts aussagen. Man mu vielmehr 


' A. Frumkin, Zeitschr. f. phys. Chem. 116, 502, 1925; Wroth u. Reid, 
Amer. Chem. Soc. 38, 2316, 1916. > Fiihner, Ber. 57, 510, 1924. 
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nur Substanzen aus verschiedenen Reihen auf ihre narkotische Wirk- 
samkeit priifen und diese mit ihren physikalischen Eigenschaften 
vergleichen. 


4. Kapillaraktivitit und narkotische Wirksamkeit bei Substanzen 

verschiedenartigen Charakters. 

Vergleicht man nun Oberflichenaktivitat und narkotische Wirksam- 
keit bei Substanzen aus verschiedenen Gebieten, so findet man, daB 
von einem Zusammenhang beider Erscheinungen keine Rede ist. Sowohl 
unter kapillaraktiven wie unter kapillarinaktiven Substanzen gibt es 
starke Narkotica, wie auch Mittel, die keinerlei narkotische Wirkung 
ausiiben. Dies wird durch Tabelle II deutlich illustriert'. 


Tabelle II. 





Kapillaraktiv Kapillarinaktiv 


Nicht narkotische Sub- Naphthalinsulfosiure, Zucker, 
stanzen Tannin, zweibasische Sauren, 
Salze der Carbonsauren z. B. Oxalsaure, 
Harnstoff, 
Phenol-4-sulfosaure 


Narkotische Substanzen | Alkohole, Methan, Pentan, 
Ketone, Acetylen, 
Veronal und Verw., Chloroform, 
| Phenole, Sch wefelkohlenstoff, 
| Ather Stickoxydul 


Traube* selbst ist iibrigens von seinem urspriinglichen Standpunkt 
abgegangen und durch Fortfiihrung seiner Versuche zu einer Auffassung 
gelangt; die von derjenigen H. Meyers und Overtons nicht mehr sehr 


weit abweicht. 
5. Warburgs Theorie der Narkose. 

Die Traubesche Theorie ist in dem Jahre 1912/13 von Warburg* 
iibernommen und 19214 weiter ausgebaut worden. Er kniipft an die 
Idee Traubes an, daB die Kapillaraktivitat und damit die Tendenz an 
Grenzflichen zu gehen, die charakteristische Eigenschaft der Nar 
kotica sei. Er stellte fest, daB eine Reihe Narkotica auch an Kohle- 
oberflachen adsorbiert werden und schloB daraus, daB sie auch an 
Zellgrenzflichen oder an den Grenzflichen der Strukturbestandteile 
der Zellen im Organismus sich anreichern miiBten. Die Zellgrenzflichen 
seien nun der Ort, wo sich die Aktivitat der Zellenzyme abspiele. Wiirden 


' K. H. Meyer, diese Zeitschr. 208, 28, 1929. — * Ebenda 153, 358, 
1924. — * Warburg u. Wiesel, Pfliigers Arch. 144, 465, 1912. — 4 Diese 
Zeitschr. 119, 134, 1921. 
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die Zellgrenzflachen von adsorbiertem Narkoticum iiberdeckt, so wiirde 
dadurch das Enzym auber Wirkung gesetzt und somit die Zelltatigkeit 
gehemmt. 

Wegen dieser plausiblen Deutung der Narkose, die mit der ,,Nar- 
kose“ von katalytisch wirkenden Oberflachen verglichen wird, hat die 
Warburgsche Theorie trotz des liickenhaften experimentellen Materials, 
das fiir sie beigebracht wurde, viele Anhainger gefunden. Winterstein 
schlieBt sein Buch iiber Narkose mit den Worten: 

,.Der Wirkungsmechanismus der Narkotica beruht auf ihrer leichten 
Adsorbierbarkeit an die Strukturbestandteile der lebenden Systeme.“ 

Warburg stiitzt seine Ansicht zunachst auf Versuche, die zeigen 
sollen, daB die Narkotica an den festen Bestandteilen der Zellen ad- 
sorbiert werden (a). AuBerdem fiihrt er Vergleiche zwischen Adsorption 
an Kohle einerseits und narkotischer Wirksamkeit andererseits an (bd), 
und endlich stiitzt er sich auf Versuche iiber die Beeinflussung lipoid- 
freier Enzyme, die denselben Gesetzen folgen soll wie die Narkose (c). 
Im folgenden sei zu diesen drei Punkten ausfiihrlich Stellung genommen, 
da die Bedeutung dieser Arbeiten und die ihres Autors eine eingehende 
Behandlung rechtfertigt. 


a) Aufnahme der Narkotica durch die Zellen. 

Warburg hat die Verteilung von Thymol zwischen Wasser und Blut- 
kérperchen bei verschiedenen Konzentrationen gemessen und dabei 
einen von der Konzentration unabhaingigen Teilungskoeffizienten 7 : 1 
gefunden. Die Unabhangigkeit des Teilungskoeffizienten bedeutet, 
daB er sich im Gebiet der verdiinnten Lésung oder der verdiinnten 
Adsorption befindet: Die Phase, welche innerhalb der Blutkérperchen 
das Thymol aufnimmt, mu8 groB sein gegeniiber der aufgenommenen 
Menge Thymol. Die nachstliegende SchluBfolgerung ist die, daB das 
Thymol sich in dem EiweiB und den Lipoiden der Blutkérperchen 
homogen lést. In den Blutkérperchen sind etwa 1% Lipoide vorhanden, 


Oleinalkolhol 


der Teilungskoeffizient - fir Thymol betragt 600, — 


Wasser Wasser 
960, so daB die Lipoide, d. h. Stoffe von ahnlichem Lésungsvermégen 
wie ©] oder Oleinalkohol, den gréBten Teil des Thymols aufnehmen 
dirften. Selbst wenn man annehmen wollte, daB eine Adsorption an 
Grenzflachen stattfindet, so geht aus der Verteilungskurve doch hervor, 
daB man sich im Gebiet der verdiinnten Adsorption befindet, die Ober- 
flache also nur zu einem ganz geringen Teil von Thymol belegt ist und 
daher nicht im Warburgschen Sinne bedeckt sein kann. 

Warburg berichtet dann weiter, daB nach Ausschalten der fliissigen 
Zellbestandteile sich ein Teilungskoeffizient von 10:1 zugunsten der 
festen Substanz ergibt. Daraus wird ohne weiteres der SchluB gezogen 
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dab die feste Substanz das Thymol nur an ihren Grenzflachen adsorbiert. 
Dieser SchluB ist aber keineswegs berechtigt und mu im Lichte der 
neueren Erkenntnis tiber die Struktur derjenigen Substanzen, welche 
die Zellen zusammensetzen, revidiert werden. Warburg bezeichnet selbst 
als das chemische Material, welches die Strukturbestandteile aufbaut, 
das EiweiB, die Nucleoproteide, die Lipoide und ahnliche Substanzen. 
Diese Substanzen sind auch in Gelform ein verhaltnismaBig lockeres 
Gefiige langer Molekiile, die nur hier und da miteinander ,,vernetzt‘ 
sind!. Die fiir sie charakteristischen Gruppen, seien es Kohlenwasser- 
stoffketten, Peptidketten, Amidogruppen usw. reagieren jedoch aus- 
gesprochen ,,permutoid*. Fremdsubstanzen, z. B. Narkotica, kénnen 
in das lockere Gefiige bis an alle Atome eindringen, sich in ihm ,,lésen‘*. 
Gerade die Narkotica zeigen ja bekanntlich die Eigenschaft, durch 
Zellmembrane zu permeieren, was diese Auffassung des ,,Kindringens 
in die Zellsubstanzen* stiitzt. Nur Stoffe mit ausgesprochener Grenz- 
flichenaktivitat werden an den Grenzflachen angereichert; aber auch 
bei ihnen geht die Hauptmenge permutoid ins Innere hinein. 


b) Die Adsorption an Kohle und an die Grenzflachen im Organismus. 


Mit Recht hat sich Winterstein dagegen gewandt, daB Traube die 
Wasser 
Luft 
versuchen mit der narkotischen Wirkung herangezogen hat. Winerstein 
spricht direkt von den biologisch ganzlich belanglosen Grenzflaichen 
fliissig 


Oberflichenaktivitét an der Grenzflache zu Vergleichs- 


Mit demselben Recht hatte er sich auch gegen die Warburg- 


gasformig? 
schen Vergleiche zwischen narkotischer Wirksamkeit und Adsorption 


ohle 
an der Grenzflache flussi wenden kénnen, denn eine Oberfliche, wie 
iissig 


sie die Kohle besitzt, kommt in lebenden Zellen nicht vor. In ihr 

sind die einzelnen Atome des Kohlenstoffs untereinander durch homéo- 

polare Valenzen gebunden, zu deren Trennung groBe Energiebetrage 

notwendig sind. Die Grenzfliche ist also viel fester gefiigt und setzt 

dem Eindringen einen viel gréBeren Widerstand entgegen als etwa 
EiweibB ; 

eine Grenzflache -———, in welcher die in der Oberflache liegenden 
Wasser 

tiweiBketten miteinander nur mit van der Waalsschen Kraften 

verkniipft sind, die von Lésungsmitteln leicht iiberwunden werden 

k6nnen. 


' K. H. Meyer, diese Zeitschr. 208, 1, 1929; 214, 253, 1929. — 
2 Winterstein, Die Narkose, 2. Aufl., S. 367. 
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ae rs Kiweib Zell-lipoid 
Am ehesten JaBt sich die Grenzflache oder : 
Serum Serum 
mit der Grenzflache zwischen einem Kohlenwasserstoff oder besser noch 
einem (1 und Wasser vergleichen. Es ist nicht anzunehmen, daB Stoffe, 
die an diesen Grenzflichen nicht adsorbiert werden, an Zellgrenzflachen 
im Organismus sich anreichern. Nicht alle ,,oberflachenaktiven’ Stoffe 


sind ,,grenzflachenaktiv fiir die Grenzfliche ; nur Stoffe, deren 


Wasser ” 
eigene Grenzfldchenspannung gegeniiber Wasser geringer ist als die Span- 
nung Ol-Wasser, reichern sich an dieser Grenzfliche an'. So sind z. B. 
Kohlenwasserstoffe, Halogenkohlenwasserstoffe, Stickoxydul, Acetylen 
und viele andere typische Narkotica nicht grenzflaichenaktiv, so daB 
von ihnen auch nicht anzunehmen ist, daB sie sich in bevorzugter Weise 
an Zellgrenzflachen anlagern. 

Diese Verschiedenheit der Adsorbierbarkeit hat ihren tieferen 
Grund in der Molekiilstruktur: Nur bei Anwesenheit einer ,,hydrophilen“ 
und einer ,,lipophilen‘’ Gruppe in ein und demselben Molekiil tritt 
die hohe Adsorbierbarkeit auf. Aus Gleichung (1) geht der groBe EinfluB 
der Adsorptionswarme / auf das Gleichgewicht hervor: Die Adsorptions- 
warme steigert exponentiel] die Adsorbierbarkeit. Nun wird keine Warme 
frei, wenn z. B. ein Molekiil Tetrachlorkohlenstoff aus dem Innern 
einer Lésung in 0] an die Grenzfliche —- . kommt, da kein Teil 

Wasser 
dieses Molekiils vom Wasser starker als vom 6] angezogen wird. Da- 
gegen wird Adsorptionswarme frei, wenn ein Alkohol- oder Fettsaure- 
molekiil an die Wasser-Grenzflaiche kommt, weil jetzt die Hydroxyl- 
gruppe des Alkohols mit den Hydroxylgruppen des Wassers unter Frei- 
werden von Warme sich zusammenlegen kann. Umgekehrt wird ebenfalls 
Warme frei, wenn Alkohol aus dem Innern einer wasserigen Lésung an 
die Grenzfliche = kommt, da hier der Kohlenwasserstoffrest 
Wasser 

des Alkohols nunmehr sich in dem apolaren ©] lésen kann. Es hat somit 
seinen tieferen Grund, wenn nur ausgesprochen polar gebaute Substanzen, 
z. B. Alkohole oder Fettsiuren, Grenzflichenaktivitat zeigen, waihrend 
unpolar gebaute Substanzen (Methan, Acetylen, Tetrachlorkohlenstoff, 
Schwefelkohlenstoff) zwar gute Narkotica sein kénnen, aber nach ihrer 
Molekiilstruktur nicht zur Grenzflichenaktivitét befaihigt sind. Dve 
experimentellen Tatsachen sprechen somit eindeutig gegen einen Zusammen- 
hang zwischen Adsorbierbarkeit an Zellgrenzflichen und narkotischer 
Wirksamkeit. 

1 Mathews u. Stamm, J. amer. chem. soc. 46, 1071, 1924; K. H. Meyer, 
diese Zeitschr. 208, 25, 1929. 
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c) Enzymhemmung und Narkose. 

Nach Warburg’ sollen die Narkotica die an den Zellgrenzflachen 
haftenden Enzyme der Garung bei ihrer Adsorption bedecken und 
dadurch ihre Wirksamkeit lahmlegen. Zum Beweis fiihrt Warburg Ver- 
gleichsversuche an, in denen die Hemmung zymatischer Enzyme durch 
Narkotica mit der narkotischen Wirkung verglichen wird. Wir stellen 
im folgenden aus Warburgs Arbeiten einige Werte zusammen. 





Molare Konzentrationen von Garungs-amylalkohol, welche 


a — sioasguintl ptcipnstestienscneiisit fi ttnannietinospncatipeieniitligiaiaaii 


die Girung von 
Acetondauerhefe hemmen ! 


die Cystinoxydation an Kohle 


. ae isieren2 
Kaulquappen narkotisieren hemmen 3 


0.23 0,028 | 0,0015— 


In diesen Versuchen ist die umgebende Fliissigkeit mit ihrem 
definierten Gehalt an Narkoticum stets in so groBem UberschuB, dab 
eine Verringerung der narkotischen Konzentration durch Absorption 
an andere Stoffe, z.B. andere Teile des Kaulquappenorganismus, 
nicht eintreten kann und man wirklich die ,,Grenzkonzentrationen‘ 
miBt. Wie man sieht, wird die Oxydation an einer Kohlengrenzflaiche 
schon in sehr geringer Konzentration gehemmt. Darauf folgt, um eine 
GréBenordnung verschieden, die narkotische Kraft, und endlich, wieder- 
um um eine GréBenordnung verschieden, die Wirksamkeit gegeniiber 
Fermenten. H. Meyer? hat nachdriicklich darauf hingewiesen, dab 
dieser groBe Unterschied in den wirksamen Konzentrationen dagegen 
spricht, daB man es in allen Fallen mit dem gleichen Phinomen zu 
tun hat. 

Es fallen nun auffallenderweise die Grenzkonzentrationen der 
Narkotica, die die Garung der Hefeenzyme hemmen, mit denjenigen 
Konzentrationen zusammen, durch die geléste Nucleoproteide aus- 
geflockt werden (vgl. Tabelle III). Wenn, wie es wahrscheinlich ist, 
die Zymase entweder selbst ein EiweiB ist oder mit Eiweif verbunden 
ist, so wird sie also bei den ,,narkotischen‘* Konzentrationen einfach 
ausgeflockt und dadurch dem Kontakt mit dem gelésten vergirbaren 
Zucker entzogen. 

Die Warburgsche Auffassung von der ,,Enzymnarkose“ ist iibrigens 
vollig unvereinbar mit der bekannten Tatsache, daB eine sehr groBe 
Reihe typischer Narkotica nicht die Enzymwirkung hemmen (Tetra- 
chlorkohlenstoff, | Schwefelkohlenstoff, Chloroform, Kohlenwasser- 
stoffe usw.). Im Gegenteil, dem Enzympraktiker ist es bekannt, daB 


1 Warburg u. Wiesel, Pfliigers Arch. 144, 465, 1912. —- ? Winterstein, 
Narkose, 2. Aufl., 8.327. — * Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921. 
— * H, Meyer u. Gottlieb, Exper. Pharmak., 8. Aufl., S. 138 ff. 
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Tabelle ILI. 





Molare Konzentrationen, welche 


die Girung von die Nucleoproteide 
| Acetonhefe hemmen ! ausfallen 2 

PEGRTIIRIROMGN 8. gg gag. ce 5,0 5,7 —10 
BAREIS ea eo ci ee 3,5 2,4 —- 6 
PEO e BONO ys See OK 1,3 1,1 — 1,9 
RARE ENNRORENNR S66 S50 oi igh sg xSere) ae ws a 0,54 0,45— 1,1 
Amylalkohol (Garung). ....... 0,23 0,21 
MR Ng ne ch gb ak ee le nie 2,8 1,61— 2,94 
Methylpropylketon. . ........ 0,47 0,36 
FRE NEI oo 1950 9. racy es ee Dc esicdor el rs 0,68 0,82 
RveemerORMNe 8g arts Tata te ee 0,28 0,37 


man leicht Enzymlésungen durch solche Substanzen steril erhalten 
kann, d.h. man kann die narkotische Wirksamkeit z. B. von Toluol 
dazu benutzen, das Leben zu vernichten, ohne die Enzymwirkung, die 
chemischen Charakters ist, zu beeinflussen. 

Es mag im Anschlu8 hieran auch ein Wort gesagt werden iiber 
denjenigen Teil der Warburgschen Theorie, der so besonders einleuchtend 
erschien: DaB die Enzyme in den Grenzflaichen eine besondere Aktivitat 
entfalten sollen und da®B die Enzymwirkung mit den Grenzflaichen- 
katalysen an anorganischen Oberflichen zu vergleichen sei. Wir wissen 
heute, daB die katalytische Aktivitét der Kohlegrenzflichen, der 
Platin- oder Nickeloberflachen oder der Grenzflachen dehydrierend 
wirkender Oxyde auf der Anwesenheit besonders ,,aktiver’ Atome 
beruht, die infolge von Gitterstérungen nicht voll abgesattigt sind 
(Taylor). Die Grenzfliche als solche ist nicht katalytisch wirksam. 
Solche ,,aktiven‘’ Atome sind aber nicht in den Grenzflichen, die im 
Organismus vorkommen kénnen, anzunehmen, da die Kraftfelder, die 
zwischen den Molekiilen einer EiweiB- oder Fettoberfliche herrschen 
(vgl. oben), ganz anderer Art und viel weniger wirksam sind als die 
Kraftfelder innerhalb eines homéopolaren oder eines Metallgitters. Die 
Wirksamkeit der Enzyme ist vielmehr anders aufzufassen. Sie ist auf 
die Konstitution des Enzymmolekils zurickzufiihren; wenn im Enzym- 
molekiil beispielswiese aktive Eisenatome vorkommen, wie es gerade 
bei den Warburgschen Atmungsfermenten der Fall ist, so beruht ihre 
Aktivitat auf der Art ihrer Bindung im Molekiil: Das Krajtfeld der 
verzerrten Gitteroberflache wird durch ein Kraftfeld innerhalb des Molekiils 
ersetzt. Dementsprechend wirken die Enzyme in homogener Phase: 


1 Werte entnommen aus Warburg u. Wiesel, l.c. — * Werte ent- 
nommen einer Arbeit von Batelli u. Stern, diese Zeitschr. 52, 226, 1913. 
In dieser Arbeit haben Batelli u. Stern bereits auf den Parallelismus zu 
Enzymhemmungen und Flockung hingewiesen. 


4* 
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Der Organismus entsendet Enzyme, z. B. die Verdauungsenzyme aus 
den Zellen hinaus, so daB sie auBerhalb der Zellen und nicht an Zell- 
grenzflachen gebunden zur Wirksamkeit kommen. Auch das von 
Warburg entdeckte gelbe Atmungsferment katalysiert noch, wenn es 
von aller Struktur losgelést ist. 

Mit dem Fortschreiten der Kenntnisse iiber die Enzyme tritt dem- 
entsprechend die Rolle, die man der Oberflichenwirkung zuschrieb, 
mehr und mehr zuriick, worauf u. a. auch Oppenheimer bei Besprechung 
der Warburgschen Arbeiten aufmerksam macht®. Auch in Warburgs 
neueren Arbeiten! iiber die verschiedenen Atmungsfermente findet sich 
keine Andeutung mehr tber ,,Grenzflichenkatalyse*, so daB wir an- 
nehmen méchten, daB Warburg selbst seinen seinerzeitigen Standpunkt 
modifiziert hat. Dies miBte ihn folgerichtig auch zu einer Revision 
seiner Narkosetheorie bringen. 

Zusammenfassend sind wir der Meinung, daB kein einziges der von 
Warburg seinerzeit zugunsten der Adsorptionstheorie der Narkose 
angefiihrten Argumente einer Priifung standhalt. Man kann im Gegen- 
teil sagen, dap nicht nur kein Parallelismus zwischen Adsorbierbarkeit 
und narkotischer Wirksamkeit besteht, sondern daB eine Reihe experimen- 
teller Tatsachen entschieden gegen einen Zusammenhang beider Erschei- 
nungen sprechen. 


6. Feststellung der fiir die Narkose wichtigen Zellsubstanzen. 


Wie aus der Giiltigkeit der T’raubeschen Regel hervorgeht, handelt 
es sich bei der Narkose um ein statisches Verteilungsgleichgewicht 
zwischen der Umgebung und gewissen lebenswichtigen Substanzen. 
Zu welcher chemischen Klasse diese Substanzen gehéren, kann man 
dadurch ermitteln, daB man den Teilungskoeffizienten verschiedener 
Narkotica zwischen der Umgebung (Luft bzw. Wasser) und den einzelnen 
in Frage kommenden Substanzen, z. B. EiweiB, Lipoid, Nucleoproteid 
oder Kohlehydrat miBt, dann die narkotische Grenzkonzentration in 
der Umgebung bestimmt und nunmehr auf Grund des Teilungskoeffi- 
zienten die bei der Narkose herrschende Konzentration in den ver- 
schiedenen Zellbestandteilen ausrechnet. Dies geschieht durch Multi- 
plikation der molaren narkotischen Konzentration mit dem Teilungs- 

as Zellsubstanz Zellsubstanz 
koeffizienten Luft oder ‘seaman 
narkotische Konzentration in Luft oder Wasser als Umgebung 
bestimmt hat. Man vergleicht nun die so errechneten Konzentrationen 
verschiedenartiger Narkotica miteinander und priift, ob sich eine einfache 


, je nachdem man die 


! Warburg, Les ferments transporteurs de l’oxygéne; Solvay-Kongress, 
Bruxelles 1934. — 2? Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., S. 1258, Abb. 5. 
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Beziehung ergibt. Diese Methode, zuerst von Knaffl', spater von K. H. 
Meyer und Gottlieb- Billroth? angewandt, ist eine Weiterbildung der 
Methode von H. Meyer und Overton, die den Teilungskoeffizienten mit 
der narkotischen Wirksamkeit verglichen. 

Fiir solche quantitativen Uberlegungen kommen also nur Bestimmungen 
der narkotischen Wirksamkeit, gemessen an der Grenzkonzentration in der 
Umgebung, in Betracht. So wertvoll auch Versuche sind, bei denen Narkotica 
in die Blutbahn injiziert oder sonstwie appliziert werden, sie sind unbrauch- 
bar, wenn man den fiir die Narkose entscheidenden Zellbestandteil aut- 
suchen will. 


7. Die Lésungsaffinitit der Narkotica zu Kohlenhydraten 
und Eiwei8kérpern. 

{s ist wohl ohne weiteres klar, daB die Kohlenhydrate, z. B. Glyko- 
gen, nicht fiir die Aufnahme der Narkotica in Betracht kommen, denn 
Stoffe, wie der narkotisch wirksame Schwefelkohlenstoff oder Chloroform 
sind in ihnen praktisch unléslich oder jedenfalls nicht léslicher als in 
Wasser. Weniger klar ist die Sachlage bei den EiweiSkérpern, die 
gewisse narkotisch wirkende Substanzen zweifellos lésen kénnen; aber 
der Vergleich der Léslichkeit verschiedenartiger narkotischer Substanzen 
in Casein, das als Beispiel gewahlt wurde, zeigte, daB kein Zusammen- 
hang besteht (Tabelle IV), denn die molare Konzentration eines Narko- 
ticums im EiweiB bei Eintritt der Narkose variiert zwischen 0,003 
und 0,11. 

Tabelle IV. 





| Grenzkonzentration Teilungskoeffizient Pang a sr pai 
des Narkoticums in Eiweifs "tae eee a 
Vol.-°/9 (fiir Miuse) Gasphase Mol/Liter Eiweif 


Athylcblorid ...... 5,0 0,016 
CE a array 2,8 95 0,11 
Sia ae ae na 3.4 48.5 0,06 
Chinretoray soo ie eos 0,5 27 0,005 
Tetrachlorkohlenstoff  . 0,6 12 0.003 


8. Die Kérperlipoide und Modellsubstanzen fiir dieselben. 

Durch Ausschaltung der EiweiBkérper und Kohlenhydrate wird 
man automatisch zu derjenigen Gruppe von Zellsubstanzen gefiihrt. 
denen nach H. Meyer und Overton eine besondere Bedeutung bei der 
Narkose zukommt: den Lipoiden. Da die Bestimmung der Teilungs- 

K6rperlipoid 


koeffizienten wegen der Emulsionsbildung auf grobe 


Wasser 
1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 84, 66, 1919. — 2? Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 112, 55, 1920. 
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experimentelle Schwierigkeiten stieB, fiihrten H. Meyer und Overton 
als Modellsubstanz Olivené] ein. Hierin liegt eine gewisse Willkiir, 
zumal man gerade den Triglyceriden eine relativ geringere physiologische 
Bedeutung fiir die Narkose zuschreiben wiirde als etwa den Alkoholen 
Cholesterin und Kerasin oder den Phosphatiden. Die bisher bekannten 
Resultate mit Olivenél als Modellsubstanz sind in Tabelle V und VI 
auszugsweise zusammengestellt. 


Tabelle V!. Gasférmige Narkotica. 





Narkotische Lislichkeitskoeftizient | Konzentration 
Konzentration Ol des Narkoticums 





in Vol.-9/ Gasphase in Moi/Liter Lipoid 
Re oS re nit eice 370 0,54 0,08 
BIBWUN ei ss cea Gea 80 13 0,04 
Stickosydul..*. 503. 100 1,4 0,06 
OMNI i 6S ae 65 1,8 0,05 
Dimethylather. . ... . 12 11,6 0,06 
Methylehlorid. . . ... 6,5 14,0 0,07 
Athylenoxyd . os. 5,8 31 0,07 
Athyleblorid ........ 5,0 40,5 0,08 
Didthyiither: ........°. 3,4 50 0,07 
MON Gites 6 es 4,0 65 0,10 
Methylal . 2,8 75 0,08 
Athylbromid 1,9 95 0,07 
Dimethylacetal 1,9 100 0,06 
Diathylformal . Wer are 1,0 120 0,05 
Dichlorathylen ..... 0,95 130 0,05 
Schwefelkohlenstoff 1,1 160 0,07 
Chloroform . 0,5 265 0,05 
Tabelle VI?. Wasserlésliche Narkotica. 
: Narkotische Teilungskoeffizient > diy 
Konsentration ftr Ol Py 
Mol/Liter Wasser Wasser in Mol,/Liter Lipoid 
en gee Ca SP rename 0,4 0,03 0,012 
Propylalkohol. . .... 0,11 0,13 0,014 
Ween sce ke 0,05 0,07 0,004 
Athylurethan. ..... 0,04 0,03 0,005 
BRN cS oe ad So Wena 0,024 2,4 0,05 
NN ee ss 0,005 0,44 0,003 
Schwefelkohlenstoff ... 0,000 5 50 0,03 
RMON 65 aS ag hw teal 0,000 055 600 0,033 


' Zeitschr. f. phys. Chem. 126, 296, 1923. Die hier angegebenen 
Léslichkeitskoeffizienten sind, wie unsere spiter erwaihnten Versuche 8S. 58 
zeigen, durchgangig um 10 bis 20% zu niedrig. Die Zahlen der letzten 
Kolonne erhéhen sich dadurch um eine Einheit in der zweiten Dezimale. 
— § Zeitschr. f. phys. Chem. 112, 65, 1920. 
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Man erkennt, daB bei den gasférmigen Narkoticis, die keine Gruppen 
mit hohem Dipolmoment enthalten, sich die Gesetzmabigkeit ergibt, 
wonach im Moment der Narkose, unabhangig von der Natur des Narko- 
ticums, annahernd die gleiche molare Konzentration in den Lipoiden 
herrscht (0,05 Mol/Liter Lipoid bei Mausen); daB dagegen die Uber- 
einstimmung ausgesprochen schlecht ist bei dipolhaltigen Narkoticis, 
z. B. Alkoholen und Amiden, in wasseriger Lésung. 

Wir haben nun zunachst versucht, den Grund dieses Verhaltens 
aufzukliren; wir bestimmten zuerst die Teilungskoeffizienten der 
homologen Alkohole in verschiedenen apolaren Lésungsmitteln, um den 
EinfluB des Lésungsmittels kennenzulernen. 


Tabelle VII. 





oy : Lisungsmittel . 
Teilungskoeffizient der Alkohole tow nes vo in 
Wasser 


Pentan Hexan | Cyclohexan! Benzol 


Olivenél | Oleinalkoho! Ols&ure 


C,H,OH — 0,0056 0,0057 0,0043 0,025 0,08 0,10 0,08 
C,H;OH 0,083 0,032 +0032 | 0,13 0,12 0,35 0,34 
C,H,OH 0,12 0,18 0,09 045 0,42 0,65 0,71 


Bei Athylalkohol findet man sehr starke Differenzen. Er ist in 
Oleinalkohol dreimal so léslich wie in 6] und 20mal wie in Hexan. Beim 
Ubergang zum Propyl- und Butylalkohol verwischen sich diese Unter- 
schiede allmahlich. Butylalkchol ist nur l’/,mal so léslich in Olein- 
alkohol wie in Ol und viermal so léslich wie in Hexan. Man kann daraus 
schlieBen, daB die Unterschiede mehr und mehr zuriickgehen, je mehr 
der polare Charakter des gelésten Stoffes verschwindet und sein apolarer 
Anteil, der Kohlenwasserstoffrest, iiberwiegt. 

Zur weiteren Priifung haben wir die Teilungskoeffizienten von 
Narkoticis mit polaren Gruppen, z. B. Saureamiden, in verschiedenen 
,,Lipoidmodellen“’ bestimmt! (Tabelle VIII), ferner die Absorptions- 
koeffizienten von Narkoticis weniger polaren Charakters in Olivendl 





und Oleinalkohol { Absorptionskoeffizient = Léslichkeitskoeffizient 


Anzahl Mole gelést im Liter 
Anzahl Mole im Liter Gasraum 
Man erkennt aus der Zusammenstellung, daB die Léslichkeiten der 
stark polaren Stoffe, nimlich der Saiureamide, in den verschiedenen 
' Da die Verbindungen in organischen Mitteln zu Doppelmolekiilen 
assoziiert sein diirften, gelten die Koeffizienten nur fiir die bei der Be- 
stimmung herrschende Konzentration, da der Teilungskoeffizient mit 
steigender Verdiinnung abnimmt. Die Werte beziehen sich ungefihr auf 
diejenigen Konzentrationen, bei denen Narkose eintritt. 





56 K.H. Meyer u. H. Hemmi: 


Tabelle VIII. 





Teilungskoeffizienten 


Baumwollsamen6l 


Olivenél 1 Neinalkohol ‘Ricinusél 


Wasser Wasser Wasser Wasser 
OS a eee 0,58 2,50 2,02 0,51 
Bancyinmnid , 0. 6 ke 2,59 5,90 5,20 1,99 
We 5 ES 0,19 1,37 3,17 - 
PMI wanes Sere 1,68 6,09 2,49 — 


Tabelle IX. 





Absorptionskoeffizienten bei 37° 


Olivenél Oleinalkohol Lecithin Riackenmarksubstanz Riickenmarklipoide 


Gasraum Gasraum Gasraum Gasraum Gasraum 

Stickoxydul . 1,4 1,4 
Athylchlorid 35 34 

athe. 69 70 52 24 etwa 50 
Methylal . . 90 100 72 39 see 
Chloroform . 865 318 865 139 a. nO 
Tetrachlor- 

kohlenstoff 400 400 352 149 a) nO 
Schwefel- 

kohlenstoff 151 152 126 


Olen stark variieren. Dagegen ist die Léslichkeit der gasférmigen und 
leicht verdampfbaren, weniger polaren Stoffe in Olivenél und in Olein- 
alkohol nur wenig verschieden. 

Die von uns gefundenen Absorptionskoeffizienten fiir Olivenél sind 
meist héher als die von K.H. Meyer und Gottlieb-Billroth bestimmten. 
Wir halten die neuen Werte fiir genauer. 

Die auffallenden Unterschiede in den Tabellen V und VI lassen sich 
zwangslos damit erkliren, daB verschiedenartige Lipoide, unter ihnen 
auch die fiir die Narkose verantwortliche Lipoidsubstanz, gegeniiber 
gasfoérmigen (wenig polaren) Narkoticis sich ahnlich verhalten, wahrend 
gegentiber den polaren Alkoholen und Amiden gréBere Unterschiede im 
Lésungsvermégen bestehen. Olivené] kann demnach wohl ein Modell 
fiir das Kérperlipoid sein, soweit es sich um gasférmige Narkotica 
handelt, ist dagegen weniger geeignet, sobald man die polaren Stoffe, 
namentlich Saureamide und Alkohole, in die Untersuchung einbezieht. 
Man mu daher zum mindesten fiir diese Stoffe nach einer anderen 
Modellsubstanz suchen. 

Wir haben im AnschluB an die Léslichkeitsmessungen in Olein- 
alkohol und Olivenél noch die Absorptionskoeffizienten einiger gas- 
formiger Narkotica in zwei wirklichen Lipoiden bestimmt: in Lecithin 
(aus Sojabohnen) und in getrocknetem Riickenmark vom Kalb. Die 
gefundenen Absorptionskoeffizienten sind in die obige Tabelle eingefiigt. 
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Man erkennt, daB das Absorptionsvermégen des Lecithins sich wenig 
von demjenigen des Olivenéls oder des Oleinalkohols unterscheidet, 
dasjenige des getrockneten Riickenmarks ist dagegen geringer. Wir 
haben nun absichtlich zu diesem Versuch nicht reines Riickenmark- 
lipoid verwandt, sondern einfach Riickenmark durch eine Fleisch- 
maschine gehen lassen und das Produkt zu einer kriimeligen Masse 
getrocknet. Diese Masse ist reich an Phosphatiden und Cerebrosiden, 
enthalt aber auch andere, nichtlipoide Bestandteile. Man kann wohl 
rechnen, daB unser Trockenpraparat rund 50°, Lipoide enthielt. Unter 
Beriicksichtigung dieser Tatsache zeigen die erhaltenen Werte (Ta- 
belle LX, letzte Kolonne), daB auch die Absorptionskoeffizienten in den 
Riickenmarklipoiden von der gleichen GréfBe sind, wie diejenigen in 
Olivené] oder Oleinalkohol. 

Da die Absorptionskoeffizienten fiir gasférmige Narkotica bei den 
verschiedenen Olen und Lipoiden sich nur wenig unterscheiden, kann 
man durch diese Vergleichsversuche nicht heraus bekommen, welche 
Substanz den natiirlichen Lipoiden im Lésungsvermégen am niachsten 
steht. Die Versuche, den Teilungskoeffizienten zwischen natiirlichen 
Lipoiden und Wasser fiir Saureamide zu bestimmen, bieten auBer- 
ordentliche Schwierigkeiten. Daher ist man bei der Wahl einer geeigneten 
Modellsubstanz auf Uberlegungen angewiesen, die von dem chemischen 
Bau der Lipoide ausgehen. In den Hirnlipoiden sind Hydroxylgruppen 
vorhanden, wie ein Blick auf die Formel des Cerebrons C4, Hyg O, N (OH); 
und des Kerasins CygH,,0,N(OH); zeigt. Das Cholesterin, dem man 
auch Bedeutung zusprechen méchte, dagegen hat einen geringeren 
Gehalt an Hydroxyl: C,,H,,OH. Wir glauben daher, daB es zweck- 
maBig ist, eine Substanz, die in dem Verhaltnis von Hydroxyligruppen 
zum Kohlenwasserstoffanteil in der Mitte zwischen beiden steht, als Modell- 
substanz einzufiihren. Die gestellte Bedingung erfiillt der Oleinalkohol 
C,gH,,0H. Wir verglichen infolgedessen die narkotische Wirksamkeit 
verschiedenartiger Substanzen in wasseriger Lésung mit ihrer Ver- 
wandtschaft zu Oleinalkohol, gemessen am _ Teilungskoeffizienten 
Oleinalkohol 

Wasser _ 
9. Narkoseversuche mit Oleinalkohol als Modellsubstanz. 

Wir priiften die narkotische Wirksamkeit an frisch geschlipften 
Quappen von Rana temporaria. Als Grenzkonzentration gilt diejenige 
molare Konzentration in Wasser, bei der innerhalb einer Versuchszeit 
von etwa | bis 2 Stunden reflexlose Narkose eintrat. In der Tabelle X 
Oleinalkohol 

Wasser 


die molaren Konzentrationen in den héheren lipoiden Alkoholen der 


sind — ebenso wie oben — aus den Teilungskoeffizienten 
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Zellsubstanz berechnet, die bei narkotischer Konzentration sich ein- 
stellen miissen. 
Tabelle X. 





Narkotische Konzen- __ Teilungskoeffizient : Konzentration 
tration in Wasser Oleinalkohol in Mol/Liter 
in Mol/Liter Wasser Lipoid 
Athylalkohol . . . 0,33 0,10 0,033 
Propylalkohol. . . 0,11 0,35 0,038 
n-Butylalkohol . . 0,03 0,65 0,02 
Valeramid .... 0,07 0,30 0,021 
Antipyrin .... | 0,07 0,30 0,021 
Pyramidon . . . . | 0,03 1,30 0,039 
Benzamid .... 0,013 2,50 0,033 
PE gt spc 0,01 2,40 0,024 
Salicylamid. . . . 0,0033 5,9 0,021 
OS ee 0,008 5,90 0,048 
ES Se area 0,092 6,50 0,013 
o-Nitranilin. . .. 0,0025 14,00 0,035 
PINE S28 0,000 047 950 0,045 
Veronal .... . || etwa 0,03 1,38 0,041 
(nicht vollig 
narkotisiert) 


10. SechluB’folgerungen. 

Die Ubersicht zeigt, daB die Unstimmigkeiten, die bei Olivenél 
auftraten, verschwunden sind. Es ergibt sich folgende einfache Gesetz- 
maiBigkeit: Kaulquappen werden narkotisiert, wenn sich in ihren Zell- 
lipoiden eine molare Konzentration von etwa 0,03 mol. pro Liter an in- 
differentem Stoff eingestellt hat. Die Abweichungen, die sich von dem 
Mittelwert 0,03 ergeben, sind nicht mehr groB. Es ist wohl méglich, 
da8B man bei Anwendung eines noch besseren Modells der Kérperlipoide 
als es.der Oleinalkohol ist, zu noch besserer Ubereinstimmung kommt. 

Wir méchten glauben, da eine genaue quantitative Uberein- 
stimmung gar nicht zu erwarten sein wird, denn die verschiedenartige 
Wirksamkeit der Narkotica, die bald dieses, bald jenes Zentrum zuerst 
lahmen, JaBt vermuten, daB sich iiber die allgemeine Lipoidléslichkeit 
noch spezielle Affinitaten zu bestimmten Lipoiden lagern, die an den 
verschiedenen Mechanismen des Nervensystems maBbgebend_beteiligt 
sind. 

Man ersieht weiter aus unseren Versuchen, daB die praktische Wirkung 
eines Schlafmittels, das per os eingegeben wird, durchaus nicht mit der 
Wirksamkeit in einem solchen statischen Gleichgewichtsversuch iiberein- 
zustimmen braucht. Dial ist per os in viel geringeren Dosen schlafmachend 
als Adalin, das seinerseits im Kaulquappenversuch narkotisch fiinfmal 
wirksamer ist als Dial. Es hangt fiir die praktische Bedeutung der Hypno- 
tica offenbar sehr viel ab von der Art und Weise, wie sie durch die Blutbahn 
im Organismus verteilt werden. Es ist natiirlich ferner méglich, daB sich 
iiber die allgemeinen narkotischen Wirkungen, die sich dem Lipoidgesetz 
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unterordnen, noch spezifische Wirkungen iiberlagern, die von der Tierart 
abhangig sind. Dies scheint z. B. bei Veronal und Su!fonal der Fall zu sein, 
die selbst in gesattigter Lésung Kaulquappen nur in leichte Narkose ver- 
setzen, bei der die Reflexe erhalten bleiben. 


Zusammenfassend glauben wir sagen zu kénnen, daB unsere Resultate 
eine Bestatigung der Lipoidtheorie bilden, und zwar in der 1920 formu- 
lierten Form, die kaum mehr als Theorie bezeichnet werden kann, 
sondern nur das Tatsachenmaterial in Form eines Gesetzes oder einer 
Regel zusammenfabt: Narkose tritt ein, wenn ein beliebiger chemisch 
indifferenter Stoff in einer bestimmten molaren Konzentration in die 
Zellipoide (richtiger: die lipoiden Alkohole der Zellsubstanz) eingedrungen 
ist. Diese Konzentration ist von der Tier- oder Zellart abhdngig, vom 
Narkoticum unabhangig. 


11. Ergiinzungen verschiedener Art. 
a) Narkotische Versuche mit den homologen Alkoholen. 

Versuche mit der homologen Alkoholreihe ergaben die Giiltigkeit 
der Richardsonschen und Traubeschen Gesetzmaibigkeit bis etwa zum 
Undecylalkohol, wahrend Dodecylalkohol weniger wirksam ist als 
Undecylalkohol und Tetradecylalkohol sich als unwirksam erweist. 
Anscheinend ist die Eindringungsgeschwindigkeit infolge der geringen 
Léslichkeit so herabgesetzt, daB sich ein statisches Gleichgewicht nicht 
mehr einstellt. Der Organismus vernichtet oder entfernt die eindringende 
Substanz schneller als sie nachgeliefert wird. 


Tabelle XI. 





Quotienten der 
Wirksamkeit auf- 
einanderfolgender 


Narkotische Konzen- 
tration in Wasser 
in Mol/Liter 


Glieder 
Athylalkohol ge oe te ae ae ae er ee Ya” 0,33 3 0 
Pe os ee ET 0,11 37 
RON. ee om 0,03 49 
Se Le ras fa ay ear ot 0,007 42 
ROR ORGUOE =F). ene ee ah 42 
n-Heptyiaikohol. - 2 0. 0,000 38 3') 
Oe a SEE One Oe Pee ae oes 0,000 13 90 
M-MOMOIMIONOL 5. 5 sk kk 8 0,000 025 9's 
CRPOUUUINODOR 5g 5 kc 0 we be es 0,000 01 20 
n-Undecylalkohol .......... 0,000 005 07 
n-Dodecylalkoholl .......... 0,000 0075 “i 
n-Tetradecylalkohol ......... nicht narkotisch 


b) Versuche mit Mischungen von Narkoticis. 
Wenn es bei der Narkose auf diejenige molare Menge Narkoticum 
ankommt, welche in die Lipoide eindringt, und wenn diese Erscheinung 
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unabhangig von dem chemischen Charakter des Narkoticums selbst ist, 
so sollten sich die Narkotica in Mischungen gegenseitig vertreten kénnen, 
ohne sich gegenseitig in ihrer Wirkung zu beeinflussen. Diese Folgerung 
wid tatsachlich bestatigt. Lésungen beliebiger Narkotica, die die 
kritische Grenzkonzentration besitzen, kann man miteinander mischen, 
ohne da®B die narkotische Wirksamkeit merklich veraindert wird, wie 
wir an Mischungen Propylalkohol-Butylalkohol, ferner Dial- Butylalkohol 
beobachten konnten. 

Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit der Feststellung 
von Madelung', da& Chloroform und Ather sich in ihrer Wirksamkeit 
addieren. 


c) EinfluB der Temperatur auf Teilungskoeffizient und 
narkotische Wirksamkeit. 

Als besonders beweiskraftig fiir die Lipoidtheorie fiihrte Hans 
Meyer Versuchsresultate von Baum? an, nach denen solche Substanzen, 
deren Teilungskoeffizient 2 sich mit steigender Temperatur 

Wasser 
vergréBert, bei hdherer Temperatur an Wirksamkeit zunehmen, wahrend 
umgekehrt Substanzen, deren Teilungskoeffizient fallt, an Wirksamkeit 
bei hoher Temperatur einbiiBen. Die Versuche sind verschiedentlich 
nachgepriift worden, ohne da immer das gleiche Resultat erzielt 
werden konnte*. Wir haben deswegen mit dem seinerzeit auch von 
Hans Meyer und Baum verwendeten Material, namlich frisch ge- 
schliipften Kaulquappen, gearbeitet und konnten die Resultate von 
Hans Meyer und Baum bestatigen. Salicylamid wirkt in n/400 Lésung 
bei 6° narkotisch, wahrend es bei 30° noch nicht volle Narkose erzeugt. 
Butylalkohol wirkt in n/50 wasseriger Lésung bei 19° nicht narkotisch, 
ist dagegen in gleicher Konzentration bei 29 bis 30° wirksam.. Kiihlt 
man diese Lésung ab, so wachen die Tiere wieder auf. Butylalkohol ist 
in der Warme weniger léslich in Wasser als in der Kalte. Eine bei 19° 
gesattigte Lésung triibt sich beim Erwarmen. Dementsprechend 
verschiebt sich beim Erwarmen das Gleichgewicht zugunsten des Oles, 
waihrend der Teilungskoeffizient des Salicylamids sich in der Warme 
zugunsten des Wassers verschiebt. 


d) Wirkungsstdrke der Narkotica im Gaszustand und in wdasseriger Lésung. 


Die Absorptionskoeffizienten einer Substanz in einem beliebigen 
Medium, z. B. Zellsubstanz (K,) und in Wasser (K,), stehen mit dem 


1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 62, 409, 1910. — * Ebenda 42, 119, 
1899. — * Literatur siehe Meyer-Gottlieb, Exper. Pharmakologie, 8. Aufl., 
S. 144 Anm. 

















Beitrage zur Theorie der Narkose. III. 61 


Zellsubstanz 


Teilungskoeffizienten in folgender einfacher Beziehung: 


Wasser 
C Zellsubstanz _, C Wasser _—s 
C Gasraum ”  C Gasraum = ”” 
C Zellsubstanz _ K K, 
C Wasser LE ,. 
ri he 
3 


K, und Kg sind, falls A, unbestimmt ist, voneinander unabhangig. Es 
kann daher der Fall eintreten, daB A, groB ist, K, aber verhaltnismabig 
klein und demgemaB auch K, groB ist, da 


ist. Dann ist die Substanz, wenn man ihre narkotische Konzentration 
als Gas miBt, in kleiner Konzentration wirksam, miBt man ihre narkoti- 
sche Konzentration in wasseriger Lésung, erscheint sie weniger wirksam. 
Umgekehrt erscheint eine Substanz mit kleinem Absorptionskoeffizienten 
in Wasser relativ wirksamer in wasseriger Lésung. Wir wiirden auf diese 
einfache Tatsache nicht so ausfiihrlich eingehen, wenn sie nicht vielfach 
ohne diese einfache Erklarung registriert worden ware. 

So hat Fiihner in einer ausfiihrlichen Arbeit! zeigen kénnen, dab 
Chloroform in gasférmiger Phase wirksamer ist als Tetrachlorkohlenstoff. 
Dagegen ist letzterer in wasseriger Lésung wirksamer als Chloroform. 
Er fiihrt diese Tatsache auf die verschiedene Eindringungsgeschwindig- 
keit zuriick, wahrend die Dinge sich einfach durch den verschiedenen 
Absorptionskoeffizienten A, in Wasser erklaren. Die narkotische 
Konzentration fiir CHCl, in Wasser betraigt fiir Frésche nach Fiihner 
0,001 Mole, die im Gleichgewicht sind mit 0,00008 Molen CHCl, im 


. Wasser 


Gasraum bei 20° (Absorptionskoeffizient K 12). Diese 


2 Gasraum 

Konzentration ist auch gleichzeitig die narkotische Grenzkonzentration 

fiir die Gasphase. Bei Tetrachlorkohlenstoff sind die entsprechenden 

Zahlen nach Fiihner 0,0008 in Wasser und 0,0002 im Gasraum, ent- 
ee Wasser 

sprechend dem Absorptionskoeffizienten 
Gasraum 

Experimentelles. 
1. Teilungskoeffizienten der Alkohole zwischen verschiedenen Lésungsmitteln 
und Wasser. 
Etwa 0,5 bis 1,0 g des Alkohols wurden in Ampullen gefiillt, abgewogen 
und in 50 cem Wasser gelést und darauf mit dem Lésungsmittel in gut 


! Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 97, 86, 1923. 
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Teilungskoeffizienten der Alkohole. 





Lisungsmittel 


n-Pentan: - + - 


n-Hexan: : : - 
Cyclohexan: - - 
Benzol- - + - - 
Oleinalkohol 
Olsaure 


Olivenédl +--+ - 


n-Pentan: - 
n-Hexan: +: - 
Cyclohexan: - 
Benzol - - 

Oleinalkohol - - 


Olsiure - - - - 


Olivenil + - - 


n-Pentan: - - 
n-Hexan: + =: - 


Cyclohexan: - - 


Benzol: - 


Oleinalkohol - 


Olsaure 


Olivendl - - - - 


—e ee = . 
—_— _ 


Einwage in 
mg Alkohol 
in 50cem 
Wasser 


371,6 
371,6 
460.8 
460,8 


411,2 
411,2 


419.4 
419,4 


412.8 
412.8 
357,5 
357,5 
466,2 
466,2 


420,4 
420,4 


705,8 
705,8 


656,8 


478,4 
478,4 


546,0 
546,0 


468,1 
468,1 


546,0 
546.0 


510,2 
463,9 
463,9 
573,2 
571,8 
684,6 
684,6 
697,3 
697,3 
554,4 


Gef. AgJ in Gef. mg Alko- 
mg in 50cem | hol in 50ceem 


Lisungs- Lisungs- 
mittel mittel 
Athylalkohol. 
11,4 2,1 
10,4 2,0 
12,9 2,5 
14,8 2,9 
8,6 1,7 
9,7 1,9 
56,2 11,0 
52,0 10,2 
206,7 40,5 
215,1 42,1 
144,4 28,3 
141,8 27,8 
67,0 13,1 
14,0 
Propylalkohol. 
54,1 13,8 
53,6 13,7 
89,2 22,8 
87,2 22,3 
80,5 20,6 
239.5 52,6 
205,8 61,2 
565,1 144.4 
547,0 139,8 
476.8 116,8 
457,1 121.8 
233,7 59,7 
239.2 61,1 
. Butylalkohol. 
183,2 58,1 
222.3 70,5 
193,4 61,3 
126,1 40,0 
572,5 181,6 
886,4 281,3 
842.6 267,4 
945,2 299,9 
907,2 287,9 


538,9 171,0 


Gef. mg 
Alkohol in 
50cem H.O 


369,5 
369,5 


458,3 
457,9 


409,5 
409,3 


408,4 
409.2 
372,3 
370,7 
329.2 
329,7 
4 
4 


ho 
De ~ 


’ 
, 


5 
5 


406,6 
406,7 
683,0 
683,5 
636,2 


425,8 
417,2 


401,6 
406,2 


351,3 
346,3 
486,3 
484.9 


452,1 


393,4 
402,6 
533,2 
390,2 
403,3 
417,2 
397,4 
409,4 
383,4 


Teilungs- 
koeffizient 


0,0058 
0,0054 


0,0055 
0),0063 


0,0040 
0,0046 


0,026 
0,025 


0,106 
0,113 


0,086 
0,091 


0,029 
0,031 


0,034 
0,033 


0,033 
0,032 


0,032 


0,123 
0,146 


0,359 
0,344 


0,332 
0,351 


0,122 
0,126 


0,128 


0,178 
0,152 


0,075 
0,465 


0,697 
0,641 
0,754 
0,703 
0,44 








a -.,. be ae -— i  - ot ae a en Sa. oe ae ie ee ee 


hn («=r —™~ Fs» 
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verschlossenen Stépselflaschen 6 bis 7 Stunden bei 18 bis 21° C geschiittelt. 
(Nach dem Schiitteln muBte man haufig sehr lange warten, bis die gebildeten 
feinen Emulsionen abgesetzt waren, manchmal wochenlang). Dann wurde 
der Alkoholgehalt in dem Lésungsmittel bestimmt. Die analytische Be- 
stimmung in Wasser gibt zu ungenaue Resultate fiir den Teilungskoeffi- 
zienten, da nur ein geringer Teil des Alkohols, wenn es sich um niedere 
Alkohole handelt, in ein apolares Lésungsmittel geht. 

Zur analytischen Bestimmung versuchten wir zunéchst, den Alkohol 
durch mehrfaches Schiitteln mit Wasser quantitativ aus dem Lésungs- 
mittel zu entfernen, um ihn in Wasser mit der bekannten Bichromat- 
methode nachzuweisen. Die Resultate waren unbrauchbar, da bei Gegen- 
wart von Alkohol sich auch immer etwas Lésungsmittel in die wasserige 
Phase begab und Kaliumbichromat mit reduzierte. Wir haben daher die 
Alkohole mit Hilfe der Zeiselschen Bestimmung ermittelt und gingen 
schlieBlich in der Weise vor, da8 wir einen aliquoten Teil des Lésungsmittels 
direkt mit konzentrierter Jodwasserstoffsiure im Kélbchen erhitzten und 
das iibergetriebene Jodalkyl in der iiblichen Weise bestimmten. Blind- 
versuche ergaben eine geniigende Genauigkeit bis zum Butylalkohol, dessen 
Werte schon einige Prozent zu niedrig ausfielen. 


Die Resultate sind in Tabelle XII zusammengestellt. 


2. Teilungskoeffizienten verschiedener Narkotica zwischen verschiedenen 
Lésungsmitteln und Wasser. 


Methode. Bei den Verteilungsversuchen gelangten gesattigte Lésungen 
des betreffenden Narkoticums zur Verwendung, die durch sechs- bis acht- 
stiindiges Schiitteln eines Uberschusses an fester Substanz mit Wasser 
hergestellt wurden. Nach Abfiltrieren der iiberstehenden wasserigen Lésung 
wurde gleichzeitig mit dem Ansetzen des eigentlichen Verteilungsversuchs 
eine Probe der Lésung analysiert. Auf einer Heizplatte wurde bei 45° C 
eine aliquote Menge zur Trockne eingedampft und durch Wagen des Riick- 
standes die Anfangskonzentration der Lésung bestimmt. 

Zum Verteilungsversuch wurden in einer gut eingeschliffenen Stépsel- 
flasche gleiche Volumina Lésungsmittel und wisserige Lésung 6 bis 
8 Stunden bei Zimmertemperatur auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Nach beendeter Verteilung wurde die Trennung der Schichten abgewartet, 
und zwar stets solange, bis die wiasserige Schicht gut klar war. Darauf 
wurde ein aliquoter Teil des wasserigen Anteils zur Trockne verdampft 
und durch Wagen des Riickstandes die Endkonzentration der Lésung 
bestimmt. Resultate in Tabelle XIII. 


3. Bestimmung des Léslichkeitskoeffizienten gasférmiger Narkotica. 

Zur Bestimmung des Absorptionskoeffizienten der vergasten 
Narkotica in verschiedenen Absorptionsmitteln (Oleinalkohol, Lecithin, 
Casein) benutzten wir die in Abb. 1 abgebildete Apparatur, die praziser 
arbeitete als der von K. H. Meyer und Gottlieb- Billroth' benutzte Apparat. 
Das Prinzip der Methode besteht darin, daB in einen evakuierten 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 55, 1920; Miinch. med. Wochenschr. 
68, 8, 1921. 
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Teilungskoeffizienten 


verschiedener 


Narkotica. 





Lisungsmittel 


Olivendl 
Oleinalkohol 
Baumwollsamen6l 

Ricinus6] 
Olivendl 
Oleinalkohol 
Baumwollsamen6l 
Ricinus6l 
Olivendl 
Oleinalkohol 
Ricinus6l 
Olivendl 
Oleinalkohol 


Ricinus6l 


Olivendél 
Oleinalkohol 
Olivendl 
Oleinalkohol 





—— a 


Substanz 


Salicyl- 
amid 


Benzamid 


Veronal 


Luminal 


Dial 


Adalin 


Valeramid 

Antipyrin 

Pyramidon 
Sulfonal 


o-Nitranilin 








| 
| 
| 
| 


T° 


19 
19 
20 
20 
19 
20 


21 


21 


21 


mg Sub- 
stanz in 


25ecm H,O 25ecem H,O 
nach dem | 


vor dem 
Schiitteln 


46,8 
46,8 
46,8 
46,8 
47,2 
47,2 
47,2 
47,2 
250,3 
259,3 
262,38 
262.3 
275,0 
275,0 
275,0 
275,0 
161,9 
161,9 
161,9 
161,9 
162,2 
162.2 
26,2 
26,2 
26,2 
26,2 
26,2 
25,6 
25,6 
25,6 
25,6 
8,6 
8.6 
8.6 
8,6 
141,0 
138,3 
375,2 
373,5 
254.8 
254,0 
61,8 
62,0 


mg Sub- mg Substanz 
von 25cem Teilungs- 


Stanz in 


Schiitteln 


_— ee 
bo 09 


INNO DD 
2S moO NO OF 


—, 
S 


180,7 
90,3 
90,3 

136,0 

135,7 
68,1 
67,9 
38,9 
38,8 

9,9 
9,8 
3,6 
3,8 
7,5 


oe 
‘ S i 
On orm oo 


= eS Re SI 


110,2 
109,9 
25,5 
29,3 


Lésungs- 
mittel auf- 


genommen 


33,7 
33,9 
39,9 
40,1 
31,3 
29.3 
39,7 
39.5 
93,3 
93,9 
186,2 
188,2 
92,4 
94,3 
184,7 
184.7 
25,9 
26,7 
93,8 
94,0 
123,3 
123.4 
16,3 
16,4 
22.6 
22,4 
18,7 


kolorimetrisch bestimmt * 


koeffi- 
zient 


2,57 
2,63 
5,78 
5,98 
1,96 
1,74 
5,36 
5,19 
0,59 
0,58 


* Methode K. H. Meyer, Melliand Textilberichte 6, 737, 1925; Naturwiss. 15, 130, 1927. 
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Rezipienten V etwas verdampftes Narkoticum eingefiillt und seine 
Quantitat aus dem Volumen des GefiBes und dem Druck bestimmt 
wird. Derselbe wird dann mit einem zweiten Rezipienten A von be- 
kanntem Volumen verbunden, in welchem sich eine gemessene Menge 
Absorptionsmittel befindet, und nach einiger Zeit die Verbindung wieder 
durch den Hahn H, unterbrochen. Aus der Druckabnahme in V kann 
man dann die Menge berechnen, die ins AbsorptionsgefaB A iiber- 
getreten ist. Aus dem Enddruck im AbsorptionsgefiB und dessen 
Volumen erhalt man die nach 























der Absorption noch im Gas- —— Agghygkwm % § 
raum verbliebene Menge, die Ms 
Differenz beider ergibt die ps t, | 

im Absorptionsmitte] geléste === f 

Quantitat. 


Das Volumen des Vorrats- 
gefiBes V betragt zweckmaBig 
das Dreifache des Volumens ‘ ¥ 
des AbsorptionsgefaBes A. ocm3 
Ein kleines VorratsgefaB F 2 
befindet sich auBerhalb des 
Thermostaten. Verbindungs- 
mdéglichkeiten durch die Hahne 
H,, H,, H, und H, sind aus A 
der Zeichnung zu_ ersehen, 
ebenso die Anordnung der V 
Manometer M, und M,, die My\) WM 
in eine  Quecksilberschale 
tauchen. In A befindet sich , = ] 
ein Riihrer, der von auen 
magnetisch bewegt wird. Die Abb. 


MefSgefaBe und Manometer be- © a= Vernatagea, Ase 
feBg of al nomet e F = Fiillgetas, Bags 
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Absorptionsgefas, 
Regulierhahne, 
Elektromagnet, 
Anschmelzstelle. 


finden sich in einem groBen R = Rihrer, E 
Luftthermostaten, der elek- M= Manometer, X 
trisch geheizt wird und dessen 

Temperatur sich auf '/;)°C konstant halten lat. Die Hahne kénnen, wie 
aus der Zeichnung ersichtlich, von auBen bedient werden. Sie sind mit 
mdéglichst wenig Ramsay-Fett gefettet. In der Zeichnung sind die Mano- 
meter im Verhaltnis zu den Rezipienten etwas zu kurz gezeichnet. 

Die Messung gestaltet sich folgendermaBen: Mittels einer Pipette 
werden etwa 2 g des Absorptionsmittels in das Absorptionsgefa8 A gebracht, 
das vorher von der Apparatur bei x abgeschnitten und genau gewogen war. 
Man bestimmt die Menge durch Wagung und schmilzt das Absorptions- 
gefaB A wieder an. Darauf wird die ganze Apparatur unter kraftigem 
Arbeiten des Riihrers ausgepumpt, das AbsorptionsgefaB wird auBerdem 
durch ein auf etwa 100°C erhitztes Paraffinbad erwairmt, um Spuren 
geléster Gase auszutreiben. Wenn ein Vakuum von etwa '/;, mm erreicht 
ist und sich, auch nach SchlieBen der Hahne H,, H, und H, konstant halt, 
ist das Ol zur Messung bereit. Die Manometer werden mit einem Katheto- 
meter abgelesen. 


Biochemische Zeitschrift Band 277. 
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Tabelle XIV. Léslichkeitskoeffizient gasférmiy; 











Olivenél | Oleinalkohol 
— — ee eee se } - 
n } | \| ¢ 

, , &w © } a } 

Narkoticum | 2a |. iw er 8 | | oe Sw le 1 oe a @le 8 
— So) eo | eS & | E a} is | \ 5S et Bea ee 1 
ce | © & L 4 i > p~) 
ae? ee Se |8 Js| 18 ajs 1g#&®|/s 0°18 & 
es £ = ig lg ee. 

ef, os 
aa xe Piee | | 


Athylather { | 1306 504,8 25,0 158,59 1,94) 69,1 | 266,2 150,8 188,4 150,13) 1,99 70,3 
tis {1281 504,9/221,2 158,56/1,94) 69,15) weigl 150 0,7 136.4 150,05} 1,99| 70,9 
118,38 |503,9)171,0 157, 


lal | 
Methylal | 100,2 501,5/150,9 157, 


5 

0 94, 90,5 | 98.2 508 1 1418 156.2 241 98 | 1004 
90,3 |499,4) 52,1 154,7 

22) 

2 


1 
cehnil 1,94 365,6 | 84,3500,0, 54,4 154,19 1,98 317,83 
MMOPOFOTEY | 56,3. |498,5| 32,6 154,22) 1,94 362,6 | 67,3,499,8, 43,1 158,92) 1.98) [820.4 

1 


Tetrachlor-{ 56,70/499,4| 30,3/154, 494 | 397, 4 || 68,1498,7| 33,6153,71) 1 598 ‘398, 8 
kohlenstoff | 54,3 |499 A 29,3 154,20) 1, ‘94 | 400, 0 || 70,0.498,5' 36,2)153,77/ 1 '98 403,0 


Schwefel- { | 107,2 503,2)121,4 156,33) 1,94 151,5 | 100,6'502,3/110,9 155,49) 1,98 |153,5 
kohlenstoff | 100,8 500, '3| 113, '8 156 12|1, ‘94 150, 1 108.4 503,8)121,0) 155,75 1, 98) 152,4 


| 


Chlorithyl  340,6 130,8/192,8/150,31!2, 31 35,3 | 875,5 128,7 150,7 147,21 5,21 | | 84, 3 
Stickoxydul 291,0 148,7 310.5 136,50.2,0 1, "4 


Das FiillgefaB # wird bei S von der Apparatur abgeschnitten, 
1 


: Pa, 
en 


mm Hg 


Po, 


98,8/507, 
102,9'505, 
101.5503. 
101,4/505, 
68,8 499 
69,8499 | 
69,9 498. 
57,7/497, 
100,9 505; 
99,8 502, 


zu 
s mit fliissigem Narkoticum gefiillt und wieder angeschmolzen. Man 


6ffnet nun H,;, evakuiert und la8t die Substanz mehrfach kurz aufsieden. 
Nun wird H, geéffnet und durch Drehen von H, Verbindung zu V hergestellt, 
so daB Gas in V einstrémt. V wird nun nochmals mit dem enthaltenen Gas 
ausgepumpt und durch Wiederholen der vorbeschriebenen Manipulation 
definitiv zur Messung gefiillt. Hat sich nach kurzer Zeit Druckkonstanz 
im VorratsgefaB V eingestellt, so wird dessen Druck pa, am Manometer 
abgelesen. Die Differenz der Héhe der Quecksilbersiule vor und nach dem 
Einstrémen ergibt pa,. Nun 6éffnet man den Hahn H, und la8t das Gas 
aus dem Gefai V nach dem evakuierten Absorptionsgefa A iiberstrémen. 


Man bestimmt den jetzt herrschenden Druck pag. 


Im AbsorptionsgefaB A wird nun kraftig geriihrt und das fortschreitende 
Steigen des Manometers M, zeigt Anfang, Fortsetzung und Ende der Absorp- 
tion an. Der Stand im Manometer ergibt (durch Subtrahieren vom Stand 


bei Hochvakuum) den Druck p,. 


Zur Berechnung diene folgendes: 
Absorbierte Menge 
_ Konz. im Absorbens _ Vol. des _Absorbens 
Konz. im Gasraum Menge im Gasraum 


Vol. des Gasraums 


L = Léslichkeitskoeffizient 


absorbierte Menge . Volumen des Gasraums 


Menge i im Gasraum. Volumen des Absorbens- 


Die absorbierte Menge ist gleich der urspriinglich zur Absorption zur Ver- 
fiigung stehenden Menge (= A, ausgedriickt in Molen) vermindert um die 
noch im Gasraum vorhandene Menge (= @). Bezeichnet man die Volumina 


so erhalt man 
eY (A — G). v4, 
eee 


mit V gas bzw. Vapem> 


. 
absm 











arkot 





€ 
ecem 


93,8) 138 
27,9) 138 
76,0) 157 
97,2) 13% 
40,9) 15: 
41,8) 154 
43,1) 154 
34,9) 15é 
147,1) 136 
142.5) 136 








81507, 
g Bi 5, 
5/503. 
4.505. 
8 499, 
8/499 : 
9 498, 
7/497, 
9 505;! 
81502. 








Beitrage zur Theorie der Narkose. 


arkotica in verschiedenen Absorbenzien. 












cem 


Vabsm 


3,62 


3,62 


3,62 


3,62 


Casein Riickenmarksubstanz 
2 oar OY Cie. ie oe’ Oy a a 
FS] 8 | Lig'iig®ige|s8&i34\Lig'i selec 3 & 
E | = & ~ &s = 
3.8 138.12 
Be oa 13 oa'g 88,9 503,2 197.1 152,06 1,61 48,5 | 100,1 502,5.212,7 150,83 
“RB N1157.15 m9 7 
ee ar's3 Ley cog 1018 504,5 168,2 151,61 1,61 96,8) 99,0.501,9 173.9 149,36 
( {7 89 36 ie a PS ‘ — al 2 
ry wg Pee soy) 59,9 50,7 152,1 146,61 1,83 26,9  77,4499,6 60,0 146,71 
OO LEB ee 109. see's, 37,8 499,0112,1 150,11 1,61 11,9| 724498,1 56,4 146,23 
47,1 136,39. 1,73 125,0 ‘ sai iis 
i425 136,29 1.73 127.2 - 5 


(Pa, hi Pa,) Vy 


Es ist: A RT 


wobei Pa, der Anfangsdruck, p,, der Enddruck 


und v, das Volumen des ersten Rezipienten darstellen. Dabei ist als Volumen 


der gesamte vom Gas eingenommene Raum zu zihlen, also auch der Inhalt 


des Manometers oberhalb der Quecksilberkuppe. 


nae Pev . . 
Es ist: G — —°-®** wobei p, der Enddruck und v 


RT’ e 


sin das Volumen 


des AbsorptionsgefaBes sind und wobei fiir v,,, ebenfalls die Manometer- 


gas 


korrektur zu beriicksichtigen und ferner das Volumen des Absorbens vom 


GefaBinhalt abzuziehen ist. 
Dann ist: 


ae (Pa, — Pa.) Vq — (Pa “gas) Ygas (Pa, Pig Pay) Vqa— Pe Y gas: 


Pe “gas * Yabsm Pe Yabsm 


L 


Die Fehlergrenze von L schatzen wir auf + 5, héchstens + 10% der 


gefundenen Werte. 


Die Beschriftung der Kolonnen in Tabelle XIV entspricht den hier 


gewahliten Abkiirzungen. 


4. Narkoseversuche an Kaulquappen. 


Um ein einheitliches Tiermaterial fiir unsere Versuche zu verwenden, 
ziichteten wir dieselben aus Laich im Laboratorium. Fiir simtliche Versuche 
wurden frisch geschliipfte Tiere verwendet. Die Versuchstemperatur 


betrug, sofern nicht ausdriicklich etwas bemerkt ist, 19 bis 21°C. 


Die Versuchslésungen wurden in Kristallisierschalen von 50 bis 80 cem 
Inhalt gegossen, die zur besseren Sichtbarmachung der Bewegungen und 
Reflexe auf weiBes Papier gestellt wurden. Zeigten sich an den Versuchs- 
tieren auf kitzeln mit einem diinnen Eisendrahtchen keine Reflexbewegungen 
mehr, so wurde dies als ,,Narkose“ registriert. Die narkotisierten Tiere 


erholten sich ausnahmslos rasch in frischem Wasser. 


5* 


24,4 


38,7 


139,0 


149,1 
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Narkotisierungsversuche mit Alkoholen. 

Ath ylalkohol: 

n/2 nach 4’ trage Bewegungen, nach 6’ Narkose, 

n/3 » 11’ Narkose, 

n/4 , 35° schwer beweglich, Reflexe erhalten, nach 1% Stunden 
Reflexe erhalten, keine Narkose. 

Propylalkohol : 

n/9 nach 9’ Narkose, 

n/9 sah ae 

n/l0,, 25’ trage beweglich, nach 11, Stunden wieder stiarkere Be- 
wegungen. 


” 


Butylalkohol: 

n/25 nach 4’ Narkose, 

n/32_-,,_ +10’ noch Reflexe und trage Bewegungen, nach 22’ Narkose, 
n/40 ,, 20’ trage beweglich, nach 65’ immer noch triage beweglich, 
n/50 wirkt nicht mehr narkotisch. 


. Amylalkohol: 


n/ 50 sofort Narkose, 

n/100 nach 3’ noch Reflexe, nach 7’ Narkose, 
n/150  ,, 16’ Narkose, 

n/200 keine narkotische Wirkung mehr. 


. Heptylalkohol: 


n/ 400 sofort Narkose, 

n/1000 nach 3’ Narkose, 

n/2000 ,, 8 fe 

niegieo . , 12 SS 

n/3000 ,, ~=60’ triage Bewegungen, 
n/3000 bei 30°C bewirkt in 10’ Narkose. 


Octylalkohol : 
n/ 1000 nach 2’ Narkose, 
n/ 3000: .. 8’ om 


n/ 5000 ,, 19’ noch Reflexe vorhanden, nach 36’ Narkose. 
n/ 7500 ,, 30’ noch triage beweglich, nach 3 Stunden Narkose, 
n/10000 keine narkotische Wirkung mehr. 


. Nonylalkohol: 
n/ 5000 nach 4’ Narkose, 
n/10000 — ,, 6’ at 
n/20000 ,, 9’ te 


n/40000 ,, :18’ noch Reflexe vorhanden, nach 23’ Narkose, 
n/60000  ,, 40° triage Bewegungen, nach 41 Stunden immer noch 
beweglich. 


. Decylalkohol : 


—_— 


n/ 10000 nach 9’ noch Reflexe vorhanden, nach 12’ Narkose, 


n/ 20000 ,, +19’ noch Reflexe vorhanden, nach 23’ Narkose, 
n/ 40000 ,, 43’ Narkose, 

n/ 80000 ,, 50’ noch Reflexe vorhanden, nach 60’ Narkose, 
n/100000 ,, 1% Stunden Narkose, 

n/120000 _,, 6 Stunden die Tiere noch munter. 

















~ 


— 
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‘ndec ylalkohol : 
n/ 20000 nach 45’ noch Reflexbewegungen, nach 56’ Narkose, 
n/ 40000 ,, 60’ noch Reflexe vorhanden, nach 1 14 Stunden Narkose, 


n/ 80000 1 Stunde 50’ Narkose, 

n/120000 2 Stunden 10’ - 

n/200000  ,,. 1 Stunde 50’ noch Reflexe vorhanden, nach 214 Stunden 
Narkose, 

n 300000 ,, 2Stunden triage beweglich, nach 3'5 Stunden’  Be- 


wegungen erhalten. 
Dodec ylalkohol: 
n/180000 nach 24, Stunden noch narkotisch wirkend. 
Tetradec ylalkohol : 
Wirkt nicht mehr narkotisch. Auch eine standig frisch gesattigte 
Lésung vermag die Tiere nicht mehr zu narkotisieren. 


Narkotische Konzentrationen verschiedener Hypnotica. 

Benzamid : 

n/ 50 nach 4’ noch Reflexe vorhanden, nach 6’ Narkose, 

mii TS. 5, 11’ Narkose, 

n/100.,, 22’ und 43’ Reflexe erhalten, nach 6'% Stunden keine 
narkotische Wirkung, 

n/200 keine narkotische Wirkung. 

Salicylamid : 

n/100 nach 4’ Narkose, 

n/200 ,, 12’ = 

n/300  ,, 10’ noch trage Bewegungen, nach 15’ Reflexe noch vor- 
handen, nach 25’ Narkose, 

n/400 . 15’ keine Wirkung, nach 25’ trage Bewegungen, bleiben 
erhalten. 

Veronal: 

n/30 nach 2 Stunden etwa Reflexe erhalten, 

n/50 ae ae ote keine beobachtbare Wirkung, 

n/100 keine Wirkung mehr. 

Die n/30 Lésung ist bereits gesattigt. 

Luminal : 

n/125 nach 60’ etwa Narkose, 

n/250 keine narkotische Wirkung mehr. 


Dial: 

n/100 nach etwa 45’ Reflexe noch erhalten, nach 55’ Narkose. 
Sulfonal: 

n/100 nach 60’ etwa Reflexe erhalten, nach 214 Stunden Reflexe erhalten. 
Adalin: 


n/500 nach 19’ etwa Narkose, 

n/700 ,, 50’ ,, Reflexe erhalten. 

Antipyrin: 

n/10 nach 20’ Reflexe erhalten, nach 25’ Narkose, 
n/15 ,, 52’ Narkose, 

n/20 ,,  1Stunde 50’ Reflexe erhalten, 

n/30 keine beobachtbare Wirkung mehr. 
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9. Pyramidon: 
n/10 nach’ 3’ Narkose, 
, 


n/20-.,; 8 5 
a/e0.,, 38 ‘i 


n/40,,. 1 Stunde 50’ Reflexe erhalten, 
n/60 keine beobachtbare Wirkung mehr. 


10, Valeramid: 
n/10 nach 12’ Narkose, 
n/l5 ,, 35’ Reflexe erhalten, nach 47’ Narkose. 
n/20. ,, 60’ Reflexe erhalten, 
n/30 Bewegungen etwas tréger, sonst keine Wirkung. 


] 


_ 


. o-Nitranilin: 
n/400 nach 28’ Narkose, 
n/500 keine beobachtbare Wirkung mehr. 


d. Binflup der Temperatur auf die Narkotisierung von Kaulquappen. 
Vorversuche. 

Vorversuche zeigten, daB nicht ohne merkliche Schadigung ein 
und dasselbe Tier rasch auf 30°C erwarmt und ebenso rasch auf 6° C 
herunter gekiihlt werden darf. Es wurden darum die Tiere langsam 
waihrend mehreren Stunden entweder in besonderen Schalen erwairmt 
oder abgekiihlt, die Versuchslésungen dann auf gleiche Temperatur 
eingestellt und die Versuche parallel mit gleichaltrigen Tieren durch- 
gefiihrt. 

1. Versuche mit Salicylamid, n/400, Temperatur + 6°C. Die Tiere 
werden langsam in der Zeit von etwa 30’ narkotisiert, und zwar so stark, 
daB die Reflexe fast ganzlich erléschen. Nimmt man die Tiere aus der 
narkotisierenden Lésung heraus und legt sie in gew6hnliches Wasser von 
+ 6°C, tritt rasche Erholung ein. 

Temperatur + 30°C. Die Tiere werden in der gleichkonzentrierten 
n/400 Salicylamidlésung zwar langsam triage und schwerer beweglich, 
schwimmen aber zeitweise selbstandig darin herum. Auch nach | Stunde 
bleibt dieser Zustand der Tiere erhalten. 





2. Versuche mit n/50 Butylalkohol, Temperatur 19°C.  Bringt man 
Versuchstiere in eine solche Lésung, so werden wohl die Bewegungen langsam 
triage, aber eine Narkose tritt auch nach 2 Stunden nicht ein. 

Temperatur + 29 bis 30°C. Bei dieser Temperatur werden die Tiere 
schon nach 15’ vollig narkotisiert. LaBt man die Versuchslésung langsam 
erkalten, so tritt Erholung ein, die Bewegungen bleiben leicht triage. 


6. Mischnarkosen an Kaulquappen. 


Zur Verwendung gelangten bei diesen Versuchen etwa sechswochige 
Kaulquappen. Die Mischnarkoselésung wurde durch einfaches Mischen 
gleicher Volumina von Lésungen, die selbst gerade die narkotische 
Grenzkonzentration enthalten, hergestelit. 
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Erster Versuch: 
n/ 8 Propylalkohol | 
n/30 Butylalkohol | 
Nach 5’ schwer beweglich; nach 10’ noch schwere Reflexe;: nach 22’ 
Narkose. 
Zweiter Versuch: 
n/30 Butylalkohol 
etwa n/75 Dial (gesattigte Lsouna)) je 
Nach 10’ noch selbstandig bewegend; nach 30’ Reflexe noch vorhanden; 
nach 60’ immer noch schwere Reflexe; nach 21% Stunden Narkose. 
Tiere wachen in frischem Wasser rasch wieder auf. 


je 40 ccm, Temperatur 23° ¢ 


40 ccm, Temperatur 24° ( 


Zusammenfassung. 


1. Es werden die Lipoidtheorie und die Adsorptionstheorie der 
Narkose, namentlich die Warburgsche Fassung, kritisch behandelt. 

2. Dabei werden die Gesetze des ,, Adsorptions“‘- und des ,, L6sungs*‘- 
Gleichgewichts entwickelt und gezeigt, daB Abweichungen vom Henry- 
schen Gesetz oder das Auffinden einer sogenannten Adsorptions- 
isotherme nicht erlauben, auf ,, Adsorption zu schlieBen. Damit werden 
eine Reihe von Beweisen fiir Adsorption von Narkoticis hinfallig. 

3. Der Vergleich der narkotischen Wirksamkeit einer Reihe von 
Narkoticis mit ihrer Adsorbierbarkeit an Grenz- oder Oberflachen 
zeigt, daB keinerlei Zusammenhang besteht. 

4. Versuche zeigen, da zwischen narkotischer Wirksamkeit und 
Léslichkeit in EiweiBkérpern kein Zusammenhang besteht. 

Vergleiche zwischen dem Absorptionskoeffizienten von Narko- 
ticis in Oliven6l und in Oleinalkohol mit dem in Lecithin und in Riicken- 
marksubstanz zeigen, inwieweit man ein ,,Lipoidmodell‘ zu verwenden 
berechtigt ist. Es wurde eine genaue Methodik zur Messung der Léslich- 
keitskoeffizienten entwickelt. 

6. Vergleicht man die narkotische Wirksamkeit verschiedenartiger 


Oleinalkohol 
wasserléslicher Narkotica mit ihrem Teilungskoeffizienten a 
asser 


so findet man Proportionalitaét beider GréBen. Anders ausgedriickt 
lautet das experimentell gefundene Resultat: Narkose tritt ein, wenn 
ein beliebiger chemisch indifferenter Stoff in einer bestimmten molaren 
Konzentration (bei Kaulquappen 0,03 Mol/Liter) in die Zellipoide 
(richtiger die lipoiden Alkohole der Zellsubstanz) eingedrungen ist. 
Die Versuche wurden ausgedehnt auf die Reihe der homologen 
Alkohole bis zum Tetradecylalkohol ; ferner auf Mischungen indifferenter 
Narkotica und aut Narkosen bei verschiedener Temperatur. 
8. Es wird die Wirkungsstirke im Gaszustand und in wasseriger 
Lésung behandelt und eine Erklarung dafiir gegeben, daB CHCl, in 
Luft starker, in Wasser schwacher narkotisch erscheint als CC],. 








Uber Adsorption und Hydrolyse des adsorbierten Glykogens. 
Von 
Stefan Simonovits. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ung. Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 6, Januar 1935.) 


G. Bancroft und EF. Fry* haben sich jiingst mit dem in physiologischer 
Hinsicht interessanten Problem der Spaltung des durch Adsorption ge- 
bundenen Glykogens beschaftigt. Es handelt sich namlich bei diesem 
Vorgang um die Frage, ob die Hydrolyse an dem adsorbierten oder erst 
an dem in Lésung gegangenen Glykogen stattfindet. Die genannten 
Forscher versuchten diese Frage an einem Modell zu lésen, das aus 
Glykogen-Tierkohle-Salzsiure oder Glykogen-Tierkohle-Amylase _ be- 
stand. Sie unterschatzten aber dabei die Tatsache, daB das Endprodukt 
der hydrolytischen Spaltung, der Traubenzucker, selbst durch Tierkohle 
adsorbiert wird. So war es von Interesse, ihre auf diese Weise erhaltenen 
Resultate mit einer solchen Methode nachzupriifen, bei der auch der 
adsorbierte Traubenzucker zur Bestimmung gelangt, da allein diese 
Methode uns tiber die wahren Verhaltnisse AufschluB gibt. Im folgenden 
wird iiber meine diesbeziiglichen Untersuchungen berichtet. 


A. Die Adsorption des Glykogens durch Tierkohle. 


Die in simtlichen Tabellen angefiihrten Glykogen- und Traubenzucker- 
konzentrationen sind durch Polarisation bestimmt. Bei der Polarisation 
bediente ich mich eines Lippichschen Halbschattenapparats mit zwei- 
teiligem Gesichtsfeld. Als Lichtquelle diente eine Osram-Na-Spektral- 
lampe. Als Adsorbens benutzte ich Carbo Medicinalis Richter, deren Adsorp- 
tionstiter, mit Methylenblau eingestellt (Methylenblautiter), mit etwa 40 
ermittelt wurde. 

Vor den hydrolytischen Versuchen war es von Wichtigkeit, einige 
Eigenschaften der Adsorption des Glykogens durch Tierkohle zu unter- 
suchen. Es handelt sich hier um folgende Fragen: 1. Ist die Adsorption 
reversibel ? 2. Gelangt sie zu einem echten Gleichgewicht ? 3. Ist das 
adsorbierte Glykogen durch andere Adsorbenda verdrangbar ? Um die 
zwei ersten Fragen zu beantworten, habe ich Versuche durchgefiihrt, 
deren Daten in der Tabelle III zusammengestellt sind. Die Tabelle III 
zeigt: 1. daB die Adsorption des Glykogens durch Tierkohle irreversibel ist 
und 2. daB dieser Vorgang zu keinem echten Gleichgewicht fiihrt, da z. B. 
das adsorbierte Glykogen zuerst mit 34,5 mg, spdter aber mit 0 mg 


' @. Bancroft u. EB. Fry, J. of biol. Chem. 100, 255, 1933. 
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Glykogen im Gleichgewicht steht. Das im ersten Waschwasser ent- 
haltene Glykogen riihrt sicherlich von dem in den Zentrifugenréhren 
zuriickgebliebenen Glykogen her. 

Um die Verdrangbarkeit des adsorbierten Glykogens zu untersuchen, 
stellte ich Versuche mit Essigséiure, Salzsiure und Traubenzucker an. 

20 cem einer Glykogenlésung von bekannter Konzentration versetzte 
ich mit einer bestimmten Menge Kohle und in dem Versuch | mit 2,5 bzw. 
5,0 eem konz. Essigsiure, in dem Versuch 2, teils am Beginn des Versuchs, 
teils nach dreistiindigem Stehenlassen in siedendem Wasserbad, mit 2,0 cem 
konz. Salzsiure (spez. Gew. 1,19). Zur Kontrolle wurden Lésungen ohne 
Saurezugabe benutzt. Dann wurden alle Lésungen bis 25 cem aufgefiillt, 
nach einstiindigem Schiitteln filtriert und die Konzentration der Lésungen 
durch Polarisation bestimmt. Die diesbeziiglichen Daten sind der Tabelle I 


zu entnehmen. 
Tabelle I. 





Glykogengehalt in °/) 


Menge der art und Menge 


such | Aus |; Torte Konto | 4er verwendeten | — Polarisation 
Tésung ohne nach : ; 
Elution Elution g 
1 0,104 0,055 0,054 0,25 | 2,5 cem 
0,056 0,053 0,25 | Kisessig | 15 Min. 
0,056 0,25 | 5,0 ecem | geschiittelt 
0,053 0,25 | Kisessig 
2 0,137 0,076 0,078 0,25 | 2,.0cem konz. || 15 Min. 
0,076 0,25 | Salzsiure |! geschiittelt 
0,050 0,050 0,25 } 2,0 cem konz. {3Std.insiedendem 
0,049 0,25 | Salzsaure Wasserbade 
| stehengelassen 


Aus der Tabelle I folgt, daB das durch Tierkohle adsorbierte Glykogen 
weder durch Essigsdéure, noch durch Salzsdure verdrdngbar ist. 


Es wurden auch Versuche durchgefiihrt, bei denen die Glykogen ent- 
haltende und zweimal gut ausgewaschene Kohle (das zweite Waschwasser 
war optisch inaktiv) 2 Tage lang mit 50 cem 2%iger Traubenzuckerlésung 
bei 6fterem Schiitteln stehengelassen wurde. Nach halbstiindigem Abzentri- 
fugieren wurde jedesmal ein Teil der dekantierten Lésungen hydrolysiert, 
dann der Zuckergehalt sowohl in den hydrolysierten, wie in den nicht 
hydrolysierten Lésungen nach Bang bestimmt. Da die erhaltenen Zucker- 
werte der hydrolysierten Lésungen mit denen der nichthydrolysierten gut 
ibereinstimmten, kann eine Verdrdngung des adsorbieretn Glykogens durch 
Traubenzucker von der Oberfldche der Kohle ausgeschlossen werden. 


B. Die Hydrolyse des durch Kohle adsorbierten Glykogens. 


In einer friiheren Arbeit! habe ich festgestellt, daB nach Hydrolyse 
des Glykogens in Gegenwart von Kohle sich um so gréBere Verluste 


1 St. Simonovits, diese Zeitschr. 265, 437, 1933. 
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ergeben, je mehr Kohle verwendet wurde. Seinerzeit blieb die Frage 
offen, ob die Verluste von partieller Hydrolyse oder von Adsorption des 
zu bestimmenden Traubenzuckers herriihren. Diese Frage zu beant- 
worten, habe ich folgende Versuche durchgefiihrt, deren Ergebnisse in 
Tabelle Il zusammengestellt sind. 


Tabelle II. 








|| Glykogengehalt in °/ 
nk a Ce iil 
Ver- | der Hydrolyse Hydrolyse in Gegenwart ; are = onl Hydrolysiert 
such || Hydrolyse Mh an von Kohle Kohle. mit etwa 
ohlen- — be 
Std. zusatz ohne Elution nach Elution g 
oe 8 0,104 0,064 0,104 0,30 2n HCl 
41), 0,106 0,062 0,108 0,30 2n HCl 
2 3 0,168 0,114 0,172 0,30 2n HCl 
41, 0,171 0,118 0,175 0,39 2n HCl 


In Versuch | und 2 wurden 10 cem Glykogenlésung mit 0,30 g Kohle 
und 2 ecm konz. Salzsiure versetzt. Nach der im siedenden Wasserbad vor- 
genommenen Hydrolyse habe ich 2,5 ccm konz. Essigsiure zugegeben, in 
einen MeBkolben von 25 cem iiberfiihrt und bis zur Marke aufgefiillt, 
1/, Stunde lang geschiittelt, die Kohle durch Filtrieren entfernt und die 
Zuckerwerte durch Polarisation bestimmt. Die Glykogenwerte wurden 
durch Multiplikation der Zuckerwerte mit 0,927 ermittelt. Dieselben Ver- 
suche wurden einerseits ohne Zugabe von Essigséure, andererseits auch ohne 
Kohle durchgefiihrt. 


Man kénnte gegen meine Versuche den Einwand erheben, daB der 
von der Oberfliche der Kohle durch Essigséure verdrangte optisch 
aktive Stoff kein Traubenzucker ist. DaB das Glykogen von Kohle 
durch Essigséure nicht verdrangbar ist, wurde schon bewiesen (siehe 
Tabelle I). Es kénnten nur noch Zwischenprodukte der Hydrolyse in 
Frage kommen. Da aber in Versuch | und 2 nach einer 3- und 4!/,stiin- 
digen Hydrolyse dieselben Werte erhalten wurden und da ferner die 
aus den Traubenzuckerwerten berechnete Glykogenmenge mit der 
erwarteten gut tibereinstimmte, konnte diese Annahme mit groBer 
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Um beweisen zu kénnen, 
daB es sich hier in der Tat um Traubenzucker handelt, habe ich in 
einigen Versuchen auch Reduktionsbestimmungen nach Bang ausgefiihrt. 
Die so erhaltenen Werte stimmten mit den Polarisationswerten gut 
iiberein. Auf Grund dieser Versuche kann man sagen, daB die Hydrol yse 
des durch Tierkohle adsorbierten Glykogens eine vollkommene ist. 


Zu weiterer Unterstiitzung meiner Ergebnisse habe ich 25 ccm einer 
Glykogenlésung von bekannter Konzentration mit einer bestimmten Menge 
Kohle versetzt und in Versuch 1 etwa 15 Minuten lang geschiittelt, in 
Versuch 2 2 Stunden lang im siedenden Wasserbad gehalten. Nach halb- 




















stiindigem Zentrifugieren wurde die 
Glykogenlésung dekantiert und pola- 
risiert. Dann wurde die am Boden 
des Zentrifugenrohres haftende Kohle 
mit 50cem Wasser 2 Stunden lang 
geschiittelt, wieder abzentrifugiert 
und die Glykogenkonzentration der 
Lésung bestimmt. Die Kohle wurde 
abermals in 50cem Wasser suspen- 
diert, in dem Versuch | ein Tag 
lang stehengelassen, im Versuch 2 
drei Stunden lang im _ siedenden 
Wasserbad gehalten, abzentrifugiert 
und der Glykogengehalt der Lésung 
bestimmt. Die zuriickerhaltene Gly- 
kogenmenge habe ich aus der Aus- 
gangsl6sung subtrahiert und bekam 
die Menge des an die Kohle adsor- 
bierten Glykogens. Die Kohle wurde 
dann in 10cem Wasser suspendiert, 
mit 2cem konz. Salzsiure 3 Stunden 
hydrolysiert und nach vorgenommener 
Elution die Menge des Trauben- 
zuckers teils polarimetrisch, teils in 
einigen Fallen auch durch Reduktion 
nach Bang bestimmt und die Gly- 
kogenwerte berechnet. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle III enthalten. 

Die ,,gefundenen Werte’ des 
Glykogens fielen zwar etwas nie- 
driger als die ,,berechneten™ aus, 
was eben durch die mit der Dekan- 
tierung zusammenhangenden Ver- 
luste erklart werden kann. Trotz- 
dem ist die hydrolytische Spaltung 
des durch Tierkohle adsorbierten 
Glykogens vollkommen, wie aus 
Tabelle III ersichtlich ist. Da die 
Adsorption irreversibel und das 
adsorbierte Glykogen durch die in 
den Versuchen verwendeten beiden 
Stoffe, Salzsiure und Traubenzucker, 
nicht verdrangbar ist, so kann im 
Gegensatz zu Bancroft und Fry 
festgestellt werden, daB die an Tier- 
kohle adsorbierten Glykogen- und Salz- 
sduremengen auf der Oberfliche der 
Kohle miteinander reagieren. 


Tabelle ITI. 
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Zusammenfassung. 


1. G. Bancroft und FE. Fry haben den systematischen Fehler be- 
gangen, dab sie bei ihren Versuchen das Endprodukt der hydrolytischen 
Spaltung, den Traubenzucker, von der Oberflache der Kohle nicht 
eluiert haben. 2. Die Adsorption des Glykogens durch Tierkohle ist ein 
von der ,,rein mechanischen Adsorption‘. verschiedener ProzeB, ist 
irreversibel, fiihrt zu keinem echten Gleichgewicht und das adsorbierte 
Glykogen ist durch andere ,,mechanisch adsorbierbare“ Stoffe, wie 
Essigsiure, Salzsiure, Traubenzucker nicht von der QOberflaiche der 
Tierkohle zu verdrangen. 3. Die Hydrolyse des an der Kohle adsorbierten 
Glykogens verliuft an der Oberfliche der Kohle und ist vollkommen. 
Diese Ergebnisse gestatten vielleicht einen Einblick in den Mechanismus 
des Abbaues des im Organismus wahrscheinlich ebenfalls durch Adsorp- 
tion gebundenen Glykogens. 

















Uber die Kinetik der umkehrbaren Reaktion zwischen 
Hexosediphosphorsiure und Dioxyacetonphosphorsiure. 


Von 
0. Meyerhof. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 3. Februar 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die in einer Reihe von Arbeiten gemeinsam mit A. Lohmann! 
studierte enzymatische Reaktion Hexosediphosphorsaure ~~ 2 Dioxy- 
acetonphosphorsaure eignet sich zu einer Untersuchung ihrer Kinetik 
besonders gut, weil sie glatt und vollsténdig umkehrbar ist und die 
Gleichungen der Reaktionsisotherme und Reaktionsisochore auf. sie 
vollstandig Anwendung finden. Es kann daher kein Zweifel sein, daB 
es sich bei dem aufgefundenen Gleichgewicht um ein echtes thermo- 
dynamisches bewegliches Gleichgewicht handelt, nachdem die zuerst 
beschriebene Abweichung zwischen gemessenen und _ berechneten 
Reaktionswirmen auf ein technisches Versehen bei der Eichung der 
Thermoelemente zuriickgefiihrt werden konnte. Vor anderen be- 
kannten enzymatischen Gleichgewichtsreaktionen zeichnet sie sich 
dadurch aus, daB sie in einer Richtung monomolekular, in der anderen 
Richtung bimolekular ist. (Die bisher untersuchten Esterhydrolysen 
verlaufen in beiden Richtungen bimolekular.) Die Einstellung des 
Gleichgewichts kann je nach den gewahlten Bedingungen in einigen 
Sekunden oder Minuten vor sich gehen, so daB Anderungen des Ferments 
wahrend der Versuchsdauer vermieden werden kénnen. Diese Vorziige 
der Reaktion lassen sie geeignet erscheinen, ihre Kinetik daraufhin zu 
priifen, wie weit sie den Forderungen des Massenwirkungsgesetzes 
gehorcht. 

Es ist bekannt, daB sich in dieser Richtung bei nicht umkehrbaren 
enzymatischen Reaktionen, z. B. der viel untersuchten Saccharosespaltung, 
groBe Komplikationen ergeben, die durch eine spezifische Wirkung der 
Spaltprodukte verursacht werden. Umkehrbare und in Lésung verlaufende 
enzymatische Reaktionen sind nur in kleiner Zahl bisher untersucht. Bei 
der Berechnung der von Bourquelot? gemessenen Reaktion /-Methylglucosid 
+ Wasser — Methylalkohol + /-Glucose glaubte v. Zuler® einen Unter- 
schied zwischen der Gleichgewichtskonstanten K und dem Verhaitnis der 


' Diese Zeitschr. 271, 89, 1934; 273, 73, 1934; 273, 413, 1934; 275, 
430, 1935. — ? Bourquelot u. Briedel, J. de Pharm. Chim. (7) 6, 60 u. 97, 
1912. —- * Chemie der Enzyme 1, 305, 1925. 
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Geschwindigkeitskonstanten fiir Hin- und Riickreaktion k,/k, zu finden. 
Jonescu und Kizyk! zeigten jedoch kiirzlich, daB dies auf eine unrichtige 
Berechnung der Versuche zuriickzufiihren ist; aus ihren eigenen Be- 
stimmungen ergibt sich vielmehr, daB die Forderung des Massenwirkungs- 
gesetzes K = k,/k, genau erfiillt ist. Bei der beiderseits monomolekular zu be- 
rechnenden, umkehrbaren Hydratation Fumarséure -- Wasser —— 1-Apfel- 
siure fand Jacobsohn? eine Abweichung im Sinne Hulers, wobei obendrein 
die Gleichgewichtskonstante zwischen 5° und 55° ums Vierfache stieg, 
das Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten aber temperaturunab- 
hangig war. 

Im folgenden wird zunachst iiber die Abhangigkeit der Gleich- 
gewichtslage von aéuBeren Einfliissen berichtet und dann iiber die 
Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Hin- und Riickreaktion, die mit den 
Forderungen der Theorie verglichen wird. 


Methodik. 


Die Gewinnung des Dioxyacetonphosphats, die Vorbereitung und 
Dialyse des Enzyms (,,Zymohexase‘‘) und die Messung des Umsatzes durch 
kolorimetrische Bestimmung des alkaliverseifbaren Phosphats geschah genau 
wie in den vorhergehenden Arbeiten. Die Menge des anorganischen Phosphats 
wurde zur Erhdhung der MeBgenauigkeit so verringert, da die Zunahme 
dureh die Alkaliverseifung etwa das Zwei- bis Dreifache des vorhandenen 
anorganischen Phosphats ausmachte. Damit keine Temperaturinderung 
beim Abtéten des Ferments eintrat, was eine Gleichgewichtsverschiebung 
hervorrufen kénnte, und die Unterbrechung des Umsatzes innerhalb 
| Sekunde erfolgte, wurde fiir jeden Zeitpunkt ein Ansatz gemacht und die 
vorher auf die Versuchstemperatur gebrachte Trichloressigsiure nach der 
Stoppuhr zu den einzelnen Ansitzen hinzugegeben. So konnten Zeit- 
abschnitte bis zu 5 Sekunden herab noch recht gut bestimmt werden. Fiir 
einen Teil der Versuche diente iiber das Bariumsalz gereinigtes Hexose- 
diphosphat, das in n HC! in 3 Stunden zu 96° hydrolysierbar war und als 
praktisch rein anzusehen ist. Falls die Hydrolysierbarkeit der Praparate 
unter 96% blieb, wurde bei der Ausrechnung ein Rest fiir Verunreinigung 
abgezogen. Das Dioxyacetonphosphat, das iiber die Bisulfitverbindung 
gewonnen war, hatte einen wechselnden Reinheitsgrad von 86 bis 95%. 
Es wurde stets nur der verseifbare Anteil der Rechnung zugrunde gelegt. 
In manchen Praparaten nimmt ein geringer Anteil des Alkaliverseifbaren 
nicht an der Einstellung des Gleichgewichts teil. Dies und die Unbestandig- 
keit der Triosephosphorsaure iiberhaupt setzt der erreichbaren Genauigkeit 
in den kinetischen Messungen eine verhaltnismaBig enge Grenze, die sich 
besonders fiir die Syntheseversuche geltend macht. Die Genauigkeit ist 
iiberhaupt geringer als bei den Gleichgewichtsversuchen. Denn bei diesen 
kénnen mehrere Messungen nacheinander mit demselben oder verschiedenen 
Enzympraparaten zur Berechnung einer Gleichgewichtskonstanten benutzt 
werden. Die Geschwindigkeit des Umsatzes fiir jeden Zeitpunkt kann aber 
nur auf Grund einer einzelnen Messung berechnet werden, da die Wirksam- 
keit des Ferments in zwei Versuchsansaétzen an verschiedenen Tagen nicht 
genau iibereinstimmt. Ferner ist man, um eine Schadigung des Ferments 


1 Ber. 67, 990, 1934. — 2 Diese Zeitschr. 274, 167, 1934. 
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zu vermeiden, zumal bei hohen Temperaturen, auf sehr kurze Versuchs- 
zeiten angewiesen und auch die Verdiinnung des Ferments iiber etwa | : 64 
ist fiir die kinetischen Messungen unstatthaft, weil offenbar durch Instabilitat 
des Enzyms der Verlauf dann unregelmaBig wird. 


I. Gleichgewichte. 

; . ' ; _  ¢€ (Dioxyacetonph.) 
Die theoretische Gleichgewichtsformel K - 

¢ (Hexosediph.) 
in einem etwa 100fachen Konzentrationsbereich des Substrats und 
ungefahr 50fachen der Zymohexase in erster Annadherung giiltig; bei 
schairferem Zusehen zeigen sich aber gewisse systematische Abweichungen, 
die besonders deutlich hervortreten, wenn, unter Variation der Be- 
dingungen, die Einstellung des Gleichgewichts von beiden Seiten 
bestimmt wird: 

a) Mit zunehmender Konzentration des Ferments sinkt die Gleich- 
gewichtskonstante etwas ab; b) dasselbe ist der Fall bei Erhéhung der 
Substratkonzentration; c) noch ausgesprochener ist die Verkleinerung 
von K bei Zusatz von Salzen, wobei dem Magnesium eine besonders 
starke Wirkung zukommt. 

a) Fermentkonzentration. 

Wahrend die Mehrzahl der friiheren Versuche mit einer Verdiinnung 
des Fermentextraktes von | : 4 vorgenommen war, ist fiir die Geschwindig- 
keitsmessungen eine héhere Enzymverdiinnung aufs 16- bis 64fache 





Abb. 1. Abhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten K 
von der Temperatur. - 
Ordinate: logy) K. e] 
Abszisse: 1/T abs. (Die Mefitemperaturen sind in °C 
angegeben.) 
I, x——x——-» Mittelwerte fiir eine Fermentverdiinnung 1/, und | 
Esterphosphat 4. 10- 3 mol. 
II. o—o—o Dasselbe fiir Fermentverdiinnungen '/;¢ bis '/32. ‘S| 
ill. 4A—4—A Dasselbe fiir Fermentverdiinnungen 1/;, und = | 
0,006 mol. Mg Clo. | 
IV. @—e—e Fermentverdiinnungen 1;, und maximal wirk- } 
same Mg Cl,-Konzentration (0,12 bis 0,06 m). 4} 
Die log K liegen auf parallelen Geraden in Ubereinstimmung | 
mit der van’t Hoffschen Isochorengleichung (fiir konstante | 7°60" 4° 20° = 7 
Wirmetinung der Reaktion). 30 32 BY 36 38 
19°3 1/T 











nétig. Unter diesen Umstianden sind alle K-Werte bei den verschiedenen 
Temperaturen um etwa ein Drittel vergréBert. Dies ist auf Abb. | 
dargestellt, wo die log K gegen 1/7 abs. aufgetragen sind. In beiden 
Fallen, bei héheren (I) und niederen (II) Fermentkonzentrationen 
ergaben sich Geraden, die einander parallel sind. Dies ist zu erwarten, 
wenn die van ’t Hoffsche Isochorengleichung 
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giltig bleibt, da ja U, die Warmeténung, offenbar nicht von der Ver- 
diinnung des Fermentextraktes abhaingig sein kann. Wegen des Ganges 
der K7-Werte mit der Substratkonzentration sind fiir die Konstanten 
der Abb. 1 nur Versuche mit einer Konzentration des Esterphosphats 
von etwa 4. 10-3 mol. benutzt; fernerhin sind, auBer bei 60°, die Gleich- 
gewichte stets von beiden Seiten eingestellt; bei 60° ist dies nicht gut 
mdéglich, weil hier die Dioxyacetonphosphorséure nicht geniigend be- 
staindig ist. Ferner lassen sich mit verdiinntem Ferment Versuche bei 

7° und —- 70° nicht durchfiihren; im ersteren Falle friert die Lésung 
ein, ehe das Gleichgewicht erreicht ist und bei 70° wird zuviel Ferment 
zerstort, um bei gréBerer Fermentverdiinnung das Gleichgewicht 
erreichen zu kénnen. Unmittelbar ergibt sich die Verlagerung des 
Gleichgewichts aus den Doppelversuchen der Tabelle I, wo die in der- 
selben Zeile stehenden Versuche gleichzeitig mit verschiedenen Ver- 
diinnungen derselben Fermentlésung ausgefiihrt und in a und 6 Spaltungs- 
und Synthesereaktion wiedergegeben sind. Wenn auch von entgegen- 
gesetzter Seite nicht immer genau derselbe Endzustand erreicht wird 
(hauptsachlich wohl wegen ungeniigender Reinheit der Dioxyaceton- 
phosphorséure), so ergibt sich einwandfrei, daB der von beiden Seiten 
her erreichte K-Wert bei hoher Fermentkonzentration niedriger liegt. 
Diese Abhangigkeit von der Fermentmenge gilt fiir verschiedene Substrat- 
konzentrationen, ist aber bei hGheren geringer. So ergab sich fiir t = 20° 
und Esterkonzentration (a) = 1,06.10- fiir Fermentverdiinnungen 
1:32, 1:8, 1:2: 1° .K = 2,63, 2,14, 1,60; far a = 17,0. 10°* fir 
die drei Fermentverdiinnungen: 10° . K = 1,425, 1,425, 1,19. 


b) Substratkonzentration. 

Das letzte Beispiel zeigt schon die Verkleinerung der Gleich- 
gewichtskonstanten mit wachsender Substratkonzentration. Der 
Verlauf iiber einen gréBeren Bereich bei 
einer Fermentverdiinnung | : 32 und 20° ist 
auf Abb. 2 dargestellt. Dabei ist fiir die 
Konzentration Esterphosphat (a) = 1,06. 10-3 
das Mittel aus drei Versuchen (10° . K = 1,96 
bis 2,64), fiir a = 4,0 . 10-3 aus 15 Versuchen 
(103 K = 1,62 bis 1,91), fiir a = 16,0. 10-% 
aus vier Versuchen (10? K = 0,90 bis 1,425), 
a 2 er a ee fir a = 30 .10-* aus vier Versuchen (10° K 
10-5 mol Esterphosphat 0,80 bis 1,09) genommen, so daB trotz der 
Abb. 2. Abhangigkeit der Schwankungen in einzelnen Versuchen eine 
Hleiehgewichtskonstanten — Verdoppelung von K bei einer Anderung der 
(Ko) von der Substratkon- PI £ £ 

zentration. Substratkonzentration im Verhaltnis 1 : 30 


Ordinate: K.10—3, Abszisse: ; ‘ ‘ 5 . ‘ 
10-3 mol. dietetighatyhal. unzweifelhaft ist. Bei 40° ergibt sich ein 
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c) Salzzusatze. Sim! * 
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= Se tt ot tt +H + 
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verkleinert wie durch .8 x 
‘ : Fe f eccoecece coos: 
eine Temperaturherab- Bs ° Aaa we eve 
setzung von 20°. Die = 
Abhangigkeit der Kyo- 5 " @ ae a Se eo 22 _ ™ 
? A. os = ‘ S ~ 
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Tabelle Il. Anderung von K durch Salzzusatze. 
Versuch 3 n Sals- Tem- ra P ' K ohne 
rh Salz hose ania per atur a. 10-3 Substrat*| pice K ‘Salz- 
la NaCl 0,043 20 4,0 H 30,5 1,10 1,8 
b es 0,21 20 4,0 H 25,5 |) 0.75 
¢ x 0,21 20 4,3 D |27,2 fo" 
d aS 0,90 20 4,0 H 21,5 0,47 
e NagSO, 0,2 20 4.0 H 23 0,55 
b J 0,06 20 4,3 D 19,1 |j 
ec ; 0,12 20 4,0 H 18,8 0,35 
d 2 0,12 20 4,3 D 18,8 0,35 
e . 0,24 20 4,3 H 18,8 0,35 

3a Mg Cl, 0,12 0 4,0 H 8.5 0,063) 0,36 
b # 0,12 0 16 H 4,8 0,078 0, 
¢ im 0,12 20 4,0 H 16,5 0,265; 1,8 
d 4 0,12 20 16 H 9,5 0,32 1,3 
e s 0,12 40 4 H 81,5 1,16 7.3 
f % 0,12 40 16 H 17,8 1,23 4,5 

4a Mg Cl, 0,006 0 4,25 H 12,1 0,142; 0,366 
b - 0,06 20 4,25 H 18,75 0,868) 1,47 
G * 0,081 20 4,25 H 17,5 0,314 | 
d & 0,012 20 4,25 H 21,7 0,512 
e 8 0,006 20 4,25 H 22,5 0,555 || 151 
f » 0,006 20 4,25 H 24.6 O72 i} -? 
g * 0,0025 20 4,25 H 30,4 1,18 
h a 0,0012 20 4,25 H 33,3 1,41 
i = 0,031 40 4,25 H 33,8 1,44 6,38 
k ¥ 0,012 40 | 4,25 H 37,8 1,95 
] is 0,006 40 4,25 H 41,6 2,52 
m S 0,0012 40 4,25 H 54,5 5,58 | 
0 ‘ 0,031 60 4,25 H 51,2 4,55 | 27,9 
Pp Ai 0,012 60 4,25 H 54,5 5,62 
q . 0,006 60 4,25 H 61,6 8,4 
r. ‘ 0,006 60 4,25 H 60,7 8,0 | 24,3 
8 x 0,0012 60 4,25 H 71,4 15,1 


* H = Hexosephosphorsiure, D = Dioxyacetonphosphorsaure. 


Konzentration ist auf Abb. 3 dargestellt und eine Ubersicht fiir ver- 
schiedene Temperaturen ist in Tabelle II gegeben. 





A 





\ 





Abb. 3. 
Abhingigkeit der Gleich- 
gewichtskonstanten 
(Koo) vom Magnesium- 
gehalt der Lisung. 








| | al Ordinate: K.10-3. 





Abszisse: mol. Mg. 
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DaB diese Verlagerung der Konstanten die Giltigkeit der van ’t Hoff- 
schen Gleichung nicht beschrankt, ergibt sich aus dem Gang von A mit 
der Temperatur. In Abb. | sind als Kurve IV die A ,-Werte bei maximal 
wirksamen Mg-Konzentrationen und als Kurve III bei Zusatz von 
0,006 mol. MgCl, eingetragen, und zwar bei 0, 20, 40 und 60°. In jedem 
Falle liegen die log K gegen die reziproken Temperaturen auf Geraden, die 
zueinander und zu den ohne Salzzusatz erhaltenen genau parallel sind. 
Sie entsprechen also alle derselben Warmeténung der Reaktion. 

Zugunsten der obigen Deutung, daB auch die Substratkonzentration 
einen IoneneinfluB ausiibt, spricht, daB bei geniigendem MgCl,-Zusatz 
K, von der Esterkonzentration unabhangig wird. Keinesfalls handelt 
es sich um eine rein osmotische Wirkung, denn Zusatz von 0,25 mol. 
Fructose oder Glucose ist fiir das Gleichgewicht ohne jede Wirkung. 

Eine ahnliche, wenn auch nicht so weitgehende Verschiebung des 
Gleichgewichts erreicht man durch EiweiBzusatz und so auch durch 
abgetéteten, hitzeinaktivierten Muskelextrakt. Es ist danach sehr 
moglich, daB auch die Konzentration der Fermentlésung nicht spezifisch, 
sondern auf Grund ihres Eiweibgehalts das Gleichgewicht verschiebt. 


Diskussion zu LI. 


Ganz allgemein wird man die Wirkung der Ionen und wohl auch 
des EiweiBes auf die Gleichgewichtskonstanten durch eine Beeinflussung 
der Lésungsaffinitéten der reagierenden Estermolekiile erklaren miissen. 
Auffallig ist dabei, daB schon 10-% mol. Mg eine Wirkung zeigt, was 
unterhalb der Konzentration des Substrats liegt. Im allgemeinen ist 
die Beeinflussung fiir alle Temperaturen die gleiche. Die genaue Parallel- 
verschiebung der In K : 1/7'-Geraden beweist, daB wir es stets mit der- 
selben Gleichgewichtsreaktion zu tun haben, deren Warmeténung 
unverandert ist. Das braucht aber nicht fiir alle Beeinflussungen genau 
zuzutreffen. So verkleinert sich die Gleichgewichtskonstante mit 
wachsender Substratkonzentration bei 40° und 60° relativ weniger als 
bei 20°. In der Tat stimmt die gemessene Warmeténung der Spaltung 
(— 14000 geal pro Mol) besser mit dem unter gleichen Umstanden 
gefundenen Gang der K-Werte iiberein, als mit dem aus den Mittelwerten 
berechneten. Vermutlich liegt hier also ein gewisser. EinfluB der Kon- 
zentration auf die Lésungswarmen vor, was bei der sehr groBen negativen 
Lésungswarme des Dioxyacetons (— 99 cal) plausibel erscheint. Da 
andererseits die van ’t Hoffsche Isochorengleichung offenbar stets genau 
erfiillt ist, kann es sich nicht um ein unechtes Gleichgewicht handeln, 
das durch die Gegenwart des Ferments erzwungen ist. Infolgedessen ist 
es auch unwahrscheinlich, daB die Beeinflussungen der K-Werte auf 
einer Anderung des Ferments beruhen kénnten. 

6* 
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II, Die Kinetik der Gleichgewichtseinstellung. 
a) Formeln. 
1. Bimolekulare Berechnung. Wenn die Geschwindigkeit der Gleich- 
gewichtseinstellung in unserem Falle dem Massenwirkungsgesetz fiir 
nicht katalysierte Reaktionen folgen sollte, so muB die Zerfallsreaktion 
monomolekular, die Riickreaktion bimolekular verlaufen. Bezeichnen 
wir die Geschwindigkeit der Zerfallsreaktion mit v,, die der Synthese mit 
v,, die Zeit in Sekunden mit ¢, so ist die Geschwindigkeit dx/dt = v, — »,. 
Rechnen wir alle Konzentrationen a und a’, Anfangskonzentration von 
Hexosediphosphorsaéure und Triosephosphorséure, und x, umgewandelte 
Menge, in Mol gebundenem Phosphat (nicht in Mol] Ester!), so ist 
a—ex 
v, = k, . ee Vs = k, » x, 

wo k, und k, die Geschwindigkeitskonstanten von Zerfall und Synthese 
bedeuten. Ausgehend von Hexosediphosphat gilt 


dx a—x 
YT Rbsts Ses WaeeT saat (1) 
Da K = k,/k,, so ersetzen wir k, durch K .k, und erhalten 
dx a x 
— = BR a es 2 9) 
os a Siting 2) 
r dx 
pols a cc oe BE, 3 
ee eae ©) 
Pia -+ > t-— ny a 


Das Integral lésen wir durch Zerlegung in Partialbriiche; indem 
wir die Wurzeln der quadratischen Gleichung mit &, und &, bezeichnen!, 
erhalten wir 


1 §&,—2).&, 
—-In~} = = —k,.t. (4) 
&,—§, (€.— 2). §, 
Dabei sind 
‘ K ee ee |, Gas , 
31 >= § + | 3 a + 7 und é, wane =] 5° te 16 (5) 
Fiir in der Zeit t, und ¢, aufeinanderfolgende x-Werte (2, 2, . . .) 


ergibt sich entsprechend, wenn man eine Gleichung der Form (4) mit 
«=a, und t=4¢, von einer anderen mit 2 = 2, und ¢t = ¢, abzieht: 


£ 
In = 
si (5, — %q) . (5, — 2) 


1 (§, —- %) .(§,—2x j 
1 2) ©: v ini k, (t, — t,). (6) 
$j Soa P 


x 


1 Vogl. Nernst u. Schoenflies, Einfrg. ind. mathem. Behandl. d. Naturwiss. 
10. Aufl., 1923, S. 135 u. 163. 
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Indem wir mit der bekannten Gleichgewichtskonstanten K die Wurzeln &, 
und & berechnen und die Werte von x aus den Versuchen einsetzen, 
erhalten wir k, 

Gehen wir von Triosephosphat aus und bezeichnen hier die Anfangs- 
konzentration a’, sowie wiederum mit x die verschwindende Menge, so ist 


und nach k, = K .k, ebenso k,. 


dx v x 
ay = bela’ —2)*—k,- 5 (7) 
Die Auflésung fiihrt auf dieselben Gleichungen (4) und (6), wobei nur 
das Vorzeichen der rechten Seite umzukehren ist. Dagegen ergibt sich 
jetzt fiir die Wurzeln : 





&=a+ on | ae + as &=a'+ vs —} = ‘+ =. (8) 
2 i 4 2 16 
Bei der Zerfallsreaktion ist €, = 2,.. Bei der Synthesereaktion ist 
by = Tt o>: 
Setzen wir namlich die betreffenden Werte ein, so wird die linke 
Seite von (4) im ersten Falle = — occ, im zweiten Falle +- cc, also 


identisch mit der rechten Seite. 

Wenn die Reaktionsordnung nach dem Massenwirkungsgesetz 
streng anwendbar sein sollte, so miiBten die nach den Formeln (4) 
bis (8) berechneten k-Werte nicht nur innerhalb eines Versuchsansatzes 
konstant sein, sondern bei Benutzung der gleichen Enzymkonzentration 
auch in verschiedenen Versuchsansaitzen, und zwar tibereinstimmend 
fiir die Spaltung wie die Synthese. 

2. Monomolekulare Berechnung. Im Hinblick auf das Folgende 
sollen die Formeln berechnet werden auch fiir den Fall, daB die fiir die 
Geschwindigkeit des Gesamtvorgangs verantwortliche Reaktion nach 
beiden Richtungen monomolekular verliefe. Rechnen wir wieder in Mol 
gebundenem Phosphat, so kénnen wir das sich einstellende Gleich- 
gewicht Kp = Ppiox./Pyex, setzen, d.h. gleich dem Verhaltnis, wie 
sich im Gleichgewicht das Esterphosphat zwischen Dioxyaceton- 
phosphorséure und Hexosediphosphorsdure verteilt. Nennen wir die 
betreffenden Geschwindigkeitskonstanten k, und k!, so gilt jetzt fiir 
die Geschwindigkeit der Zerfallsreaktion 


dx eae ; 
di = k. Sa om y os x. (9) 
Setzen wir hier k, = k,/2 Kp, weil 2 Kp = epjiox Chex. ist, so folgt 

dx k: x 
di = 2 (a —_ T— K, ) . ( 10) 

° da ] ; 

1 = tk;. (11) 

“a—j{1 4 -)a ms 

(1 + ie) 
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Das Integral gelést ergibt 


In +: ews x.) (12) 
a—(1 + K;) 


Fiir die zu den Zeiten t, und ¢, aufeinanderfolgenden Werte von 2, 


Yr 


und x, usw. gilt danach 
1 
K ) "1 f 1 t, — lt, 

AE ONE Sst (13) 
(+ 2). oo 
“a— t K,) vs 


Indem wir Zahler und Nenner der linken Seite durch (1 + 1/Kp) 


ao— (1 + 
In 


bo 





dividieren und : ; = Abkiirzung mit & bezeichnen, folgt 
1+. 
Kp 
a : 
1 Se 
In me = me Bara ot Yon (1 + ~ Wess 3a (14) 
a ; é—x, Kp 2 
peaen! 
Ca 
Hier ist 
€ = 2. 


Diese Formeln gelten jetzt sowohl fiir die Spaltung wie fiir die Synthese 
(mit a’ statt a). Bei monomolekularer Hin- und Riickreaktion ist also 
der Ausdruck 


E 
In ——— 
E 
dem Zeitintervall proportional, im anderen Falle (1) dagegen 


“YeRRLe: Oe 





£ : 

| ey 

In $40 In 

£ . 
Sy ae 


Sry] re 


i) 


Le 


Dabei ist hier der eine Logarithmus identisch mit dem der monomole- 


kularen Berechnung, denn 
Yao = § = , (fiir Zerfall) = & (fiir Synthese). 


[Die Vertauschung von Zahler und Nenner im ersten Falle riihrt daher, 
daB in (6) die rechte Seite negativ, in (14) positiv ist.] Der Unterschied 
zwischen beiden Berechnungsweisen wird erst fiir verhaltnismaBig weit- 


& 
~ 


gehenden Umsatz deutlich, weil bei der Zerfallsreaktion &, negativ und 


um K/2 gréBer ist als &,, so daB der zweite Logarithmus durch die 
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Anderung von x weniger stark betroffen wird und sich erst bei groBen 
Anderungen des ersten Logarithmus selbst erheblich verandert. Ahnliches 
gilt auch fiir die Synthesereaktion. Betrachtlich unterscheiden sich 
aber bei der Berechnung nach (1) und (2) die Geschwindigkeits- 
konstanten selbst, je nachdem, ob sie bei dem Zerfall oder der Synthese 
bestimmt sind, denn im Falle (1) gilt 

Ke = Per im Palle (2) = 2Kp 

k, CHex. "ky CHex. 


CDiox. 


Dieser Unterschied tritt am deutlichsten bei der Bestimmung der 
Halbwertszeit zutage. Bei monomolekularer Hin- und Riickreaktion 
sind die Halbwertszeiten gleich. Es gilt 

1,4 


fay) = 1] (15) 


1+ —}-k,. 
( K,) . 
Ist dagegen die Riickreaktion bimolekular, so gilt fiir die Halbwertszeit 


§2 


der Zerfallsreaktion der logarithmische Ausdruck In 0,5- r , fiir 
» $1 
| (4) 
Se ii 
(E: Sie 4 
die Synthese In 2- - - Dabeisind §, und &, fiir Hin- und Riick- 
$1 


reaktion verschieden. 


b) Umsatz bei wechselnder Substratkonzentration und gleicher 
Temperatur. 

Schon ohne Priifung der Reaktionsordnung begegnen wir bei 
Benutzung verschiedener Substratkonzentrationen einer Abweichung 
vom Massenwirkungsgesetz unkatalysierter Reaktionen, die von 
anderen Fermenten her bekannt ist. Mit derselben Fermentmenge und 
verschiedenen Anfangskonzentrationen des Substrats sind die Umsitze 
diesen nicht proportional, sondern vielmehr ganz unabhangig von der 
Konzentration und einander gleich. Es beruht dies darauf, daB in jedem 
Falle das Ferment durch das Substrat abgesattigt ist und daB daher die 
Konzentration der Substrat-Fermentverbindung, die die Geschwindig- 
keit bestimmt, in allen Fallen gleich ist. 

Man sieht dies aus den beiden Versuchsansatzen der Tabelle III. In 
Versuch | ist in einem 60fachen Konzentrationsbereich der Umsatz nach 
30 Sekunden praktisch derselbe. Da®B hier sogar bei der niedersten Kon- 
zentration der Umsatz gré8er ist, beruht auf einer UnregelmaéBigkeit, wie 
sich aus Versuch 2 ergibt, wo der Umsatz in 15 Sekunden fiir noch etwas 
niedrigere Konzentrationen bestimmt ist. Da die Hexosediphosphat- 
praparate von ihrer Herstellung her stets etwas Dioxyacetonphosphat als 
Verunreinigung enthalten, mu dieser Betrag in jedem Versuchsansatz 
mitbestimmt und abgezogen werden. 
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Tabelle III. Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung von Hexose- 
diphosphat bei verschiedenen Substratkonzentrationen (Enzym- 
extrakt 1:32; Temperatur 20°C). 





Versuch | Konzentration | pit Alkaliverseifbares P als mg P20; in 8 cem 
Esterphosphat — 
Nr. 10-3 mol. Sek. vorher nachher Bildung 


Umsatz 
10-3 mol. 





1,06 30 0,005 | 0,351 0,346 0,50 
39 30 0,018 0,248 0,230 0,39 
8.5 30 0,042 0.282 | 0,242 0,41 
17,0 30 | 0,085 0,347 0,262 0,44 
34.0 30 || 0,190 0,446 0,256 0,43 
68,0 30 0,381 0,647 0,264 0,44 


0,50 15 | 0,004 0,098 0,089 0,144 
1,06 15 || 0,008 0,117 0,109 0,175 
3.9 15 | 0,081 0,141 0,110 0,177 


Es ist demnach die Geschwindigkeitskonstante k, der Zerfalls- 
reaktion bei verschiedenen Anfangskonzentrationen a und _ gleicher 
Fermentmenge nicht gleich, sondern es gilt annahernd a. k, ~ constant. 
Da die Fermentmenge im Verhaltnis zum Substrat verschwindend klein 
ist, lassen sich experimentell andere Bedingungen als die, die einer 
volligen Sattigung des Ferments entsprechen, nicht verifizieren. Anderer- 
seits gilt mit geniigender Genauigkeit in dem experimentell zuganglichen 
Gebiet von 4- bis 64facher Verdiinnung des Enzymextrakts, daB die 
Anfangsgeschwindigkeit der Fermentkonzentration proportional ist. Die 
obige Gleichung laBt sich danach fiir verschiedene Fermentkonzentra- 
tionen (f) erweitern zu 


a.k 
- ~ const. 


c) Geschwindigkeit bei verschiedenen Temperaturen. 

Ist das Gleichgewicht bedingt durch das Verhaltnis der Geschwindig- 
keitskonstanten fiir Hin- und Riickreaktion, so bedeutet die Ver- 
schiebung des Gleichgewichts in Richtung der Synthese mit wachsender 
Temperatur, daB der Temperaturkoeffizient der Zerfallsgeschwindigkeit 
groBer ist als der der Synthesegeschwindigkeit. Messen wir auch niemals 
v, und », fiir sich allein, sondern nur ihre Differenz, so iiberwiegt doch 
wahrend der Spaltung v,, wihrend der Synthese v,. Daf die genannte 
Konsequenz tiberhaupt zutrifft, ergibt sich schon aus der graphischen 
Darstellung Abb. 4, wo fiir 0°, 20° und 40° die Gleichgewichtseinstellung 
bei annahernd gleichen Substratkonzentrationen und gleicher Ferment- 
verdiinnung (1 : 32) dargestellt ist (Zerfallsgeschwindigkeit auch bei 60°). 
Dieser Unterschied ist aber nicht so groB, wie er auf Grund der Glei- 
chungen (4) bis (7) sein miiBte. Denn tatsaichlich betragen die nach (6) 
ausgerechneten k, . 108-Werte fiir die in Abb. 4 dargestellten Spaltungs- 
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kurven bei 0°: 0,50, bei 20°: 5,0, bei 40°: 33,0, bei 60°: 150; die k,-Werte 
fiir die Synthesereaktion aber bei 0°: 0,32, bei 20°: 2,3, bei 40°: 6,5. Die 
k,-Werte nehmen danach zwischen 0 und 20° ums Zehnfache, zwischen 
20 und 40° ums Sechsfache zu, die k,-Werte zwischen 0 und 20° ums 
Siebenfache, zwischen 20 und 40° ums Dreifache zu 























¥ ' eS 
Minuten 


Abb. 4. Einstellung des Gleichgewichts von beiden Seiten bei 09, 209, 40°, (60°). 
Ordinate: Triosephosphat . 10-3 mol. (a’). Abszisse: Zeit in Min. 
Spaltungsverlauf. -—--—- Synthese. 


In allen Versuchen ist 3,3 bis 4,0 mol. Esterphosphat und eine Fermentvyerdiinnung von '/s9 
benutzt. Da bei 0° das Gleichgewicht in 10 Min. noch nicht erreicht ist, ist der Endzustand 
mit --»>, —» angegeben. Fiir 60° ist nur die Spaltung wiedergegeben. 


d) Die Reaktionsordnung fiir Synthese- und Zerfallsreaktion. 

Unter Variation der Temperatur, der Substratkonzentration und 
Fermentmenge wurde der Geschwindigkeitsverlauf in etwa 50 Versuchs- 
reihen bestimmt, in der Mehrzahl der Falle gleichzeitig fiir Spaltung 
und Synthese. In jeder Serie wurden auBer Anfangs- und Endwert 
noch drei bis fiinf Zwischenzeiten gemessen. Dieses Material kann aus 
Raumersparnis nur zum kleinen Teil wiedergegeben werden. Die zur 
Berechnung geeignetsten Geschwindigkeiten erhalt man zwischen 
16- und 64facher Verdiinnung des Enzymextraktes, zwischen 0 und 40°, 
und Konzentrationen von 3 bis 17.10-* mol. Esterphosphat. Aber 
auch in einer Reihe von Versuchen unter davon abweichenden Be- 
dingungen (Fermentkonzentration bis 1:4, Substratkonzentration von 
1. 10-* mol. Esterphosphat und Temperaturen bis 60°) ergab sich eine 
Ubereinstimmung mit den iibrigen Versuchen in bezug auf den Reaktions- 
verlauf. Die Absicht, fiir genau gleiche Esterphosphatkonzentrationen, 
Spaltung und Synthese mit denselben Enzympraparaten gleichzeitig zu 
bestimmen, lieB sich wegen der Unbestaindigkeit der Dioxyaceton- 
phosphorsaure nur annahernd durchfiihren. Ferner gelingt es bei hohen 
Substratkonzentrationen nur schwer, von beiden Seiten genau den 
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gleichen Endpunkt zu erreichen, was jedenfalls auch an der Unbestandig- 
keit und Verunreinigung der Triosephosphorséure liegt. Dabei wird 
merkwiirdigerweise von der Syntheseseite her das Gleichgewicht um so 
unvollstandiger erreicht, je héher die Fermentkonzentration ist. In 
diesen Fallen ist es genauer, nicht den wirklich erreichten Endpunkt 
der Berechnung zugrunde zu legen, sondern den Endwert der Spaltungs- 
reaktion. Die x-Werte fiir fortgeschrittenen Umsatz sind dann aber 
fiir die Berechnung unbrauchbar. Ferner sind einige stark heraus- 
fallende x2-Werte in den Tabellen ausgelassen und in diesen Fallen der 
Umsatz fiir die nachst gréBeren Zeitintervalle berechnet. Als Anfangs- 
konzentration wird fiir das Triosephosphat das alkaliverseifbare P 
zugrunde gelegt, fiir das Hexosediphosphat das aus der Saurehydrolyse 
bestimmte P, wobei fiir reine Substanz 96 %ige Spaltung in 3 Stunden 
bei 100° zugrunde gelegt ist. Die darin praéformierte Menge Triose- 
phosphat wird als x)-Wert angenommen. 


Als Beispiel sind in der Tabelle IV 6 solche Reaktionspaare wieder- 
gegeben, drei bei 0°, eins bei 20°, zwei bei 40°. Bei 0 und 40° ist je ein 
Versuch mit etwa 4.10-% mol. und einer mit 16. 10-3 mol. Ester- 
phosphat aufgefiihrt und ferner bei 0° ein Versuch mit 16facher und einer 
mit 32facher Enzymverdiinnung. Es sind jeweils angegeben in der 
zweiten Spalte: Temperatur °C, Gleichgewichtskonstante K, Anfangs- 
konzentration in Mol Esterphosphat (a) baw. (a’), Enzymverdiinnung LE. 
In der dritten Spalte ¢ in Sekunden, in der vierten Spalte x(. 10-* mol.). 
In den beiden folgenden Spalten (5 und 6) die aus den bimolekularen 
Formeln (5), (6) und (8) ausgerechneten k,-Werte, sowie daraus k,; in 
Spalte 7 fiir monomolekulare Berechnung nach (14) die Logarithmen 





Fx 

? raf Spalte 8 die nach Formel (14) berech- 
Sa Te 

neten k,-Werte und Spalte 9 die durch Interpolation ermittelten Halb- 

wertszeiten (die fettgedruckten SchluBzahlen in Spalte (5) und (8) geben 

die Mittewerte jeden Ansatzes an). 


der Umsitze logy 


Aus der Tabelle IV und ebenso allen iibrigen Versuchen ergibt sich 
eindeutig: Die Kinetik der umkehrbaren Reaktion entspricht nicht dem 
theoretischen Ansatz fiir bimolekulare Riickreaktion, sondern verlduft nach 
beiden Richtungen monomolekular. Mit weniger groBer Sicherheit folgt 
dies schon, zumal bei hoher Substratkonzentration, aus dem Gang der 
k-Werte in einer Reaktionsrichtung, zweifelsfrei aber aus dem Vergleich 
von Zerfall und Synthese. Die fiir beide Reaktionsrichtungen be- 
rechneten k,-Werte weichen auf Grund der bimolekularen Gleichungen 
stark voneinander ab und stets in dem Sinne, daB sie fiir den gréBeren 
Umsatz kleiner sind. Die monomolekular berechneten stimmen in allen 
Fallen nahezu iiberein. Und dies gilt auch fiir die Halbwertszeiten: 
Diese sind fiir Hin- und Riickreaktion fast gleich, waihrend sich die 
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Tabelle IV. Reaktionsverlauf fiir Hin- und Riickreaktion. 





Versuch 


Z 
” 


1 2 3 
z Versuchs- 
& sodinaunen t 
” Sek 
z T: O°C 0 
K: 040.1073 60 
a: 8,70-10°5 180 
E: Meg 600 
9000 
s | K: 0,40.10-° 0 
a’: 8.28 .10-* 120 
300 
600 
9400 
9000 
oo 
z T: O°C 0 


K: 0,352.10-3 180 
a: 3,95.10-3 360 
E: "Wy, 600 
2500 
s | K: 0,878.10-° 0 
a’: 386.10-° 60 
180 
360 
600 
2500 

oo 
zZ T: OC 0 
K: 0,358.10-° 180 
a: 15,4.10-° 540 


E: 16 900 
2400 

6000 

s | K: 0,387.10-° 0 
a’: 14,5. 10-8 180 
540 

900 

9400 

6000 

zi T: 20°C 0 
K: 1,74.107° 40 

a: 3,95.1073 80 

E: so 180 
900 

s || K: 1,675.10-% 0 
a: Ot. ie? 40 

80 

180 

900 


* z= Zerfall, s = Synthese. 


4 


0,089 
0,131 
0,245 
0,476 
0,75 
0, 
0,36 
0,74 
1,32 


0,034 
0,368 
0,562 
0,696 
0,745 
0 
0,54 
1,20 
1,81 
2,20 
2,57 
(2,65) 
0,203 
0,618 
1,01 
1,22 
1,41 
1,53 
(1,575) 
0 
2.83 
7,49 
9,82 
12,27 
12,62 
(12,92) 
0,11 
0,484 
0,724 
1,115 
1,47 
0 
0,578 
0,973 
1,775 
2.30 


5 


Bimolekulare 
Formel 


0,92 
1,50 
1,47 
1,30 


0,315 
0,30 
0,36 
(0,34) 
0,325 


3,70 
2,82 
3,54 
3,35 


0,935 
0,945 
1,20 
1,58 
1,16 


1,01 
0,56 
0,435 
(0,17) 
0,67 


0,09 
0,166 
0,21 
0,205 
0,166 


3,06 
3,31 
1,91 


2,76 


1,31 
1,23 
2,06 
1,58 


k 


z° 


0,13 


1,18 


0,465 


0,24 


0,06 


10,6 


5,6 


19-3 


8 
Monomolekulare 
Formel 
logio | kg. 10-3 
0.0275 0,421 
0,098 | 0,752 
0,255 0,568 

0.578 
0,067 0,518 
0.0845 0,432 
0,172 | 0,527 
0,507 (0,260) 
0480 
0,279 1,347 
0,309 1,490 
0,564 2,07 
1,610 
0,102 1,73 
0,171 1,45 
0,256 1,45 
0,313 1,33 
1,49 
0,159 0,417 
0.234 0,308 
0,210 | 0,276 
0,410 (0,181) 
0,334 
0,105 0,276 
0.270 0,366 
0,240 0,315 
0.759 0,237 
0,296 
0,140 5,96 
0,120 5,11 
0,325 5,54 
55 
| 0,126 5,52 
10.113 4,90 
0,400 6,93 
5,76 


9 


Halb- 
werts- 
zeit 


Sek. 


480 


560 


190 


200 


420 


380 


89 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





oS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
= © Bimolekulare Monomolekulare | pajp- 
© Ps Versuchs- : Formel Formel werts- 
si » bedingungen : SNS ee rer err {os ae a zeit 
Nr. | ® Sek. ks kz. 10-3 || logio | k,. 10-3 Sek. 
5 | zi T: 40°C 0 0,024 
K: 843.1073 10 =0,368 | 2,23 0,066 19,1 
a: 8,95.10-3 20 0,673 2,18 0,067 19,3 
EB: es 40 1,005 | 1,37 0,101 14,5 
3800 | 2,48 (183 15,4 17,6 49 
e| K: 685.10-° 0 0 
a’: 3,7.10°3 10 0,865 | 3,09 0,110 | 30,5 
20 0,612 | 2.83 0,095 | 26,2 
40 0,883 3,00 0,144 19,8 
300 147 | 2.97 20,6 25.5 33 
6 || z T: 40°C 0 0 
K: 4,385.10-8 15 | 0,757 || 1,55 0,074 6,74 
a: 16,2.10-5 30 1,27 1,07 0,0555 5,10 
E: ‘so 60 2,14 1,00 0,120 | 5,50 
100 | 2,90 | 0,82 0,140 | 4,82 
360 4,85 111 4,83 5,56 75 
s| K: 485.10-5 0; 0 
a’: 16,0.10-8 15 2,23 0,64 0,098 8,95 
80 | 3,62 | 0,56 0,075 6,90 
60 5,18 | 0,435 0,105 4,83 
100 =7,38 =| 0,695 0,204 7,00 
360 111 | 0545 2,37 6.90 65 


nach Formel (5) bis (8) berechneten Halbwertszeiten in den beiden 
Versuchsrichtungen bis ums Sechsfache unterscheiden miiBten. Fir 
gleiche k,-Werte sollten z. B. in Versuch 3, Tabelle IV, die Halbwerts- 
zeiten, die 420 und 380 Sekunden betragen, sich wie 420 /2700 verhalten. 
Der Unterschied tritt um so deutlicher hervor, je mehr das Verhaltnis 
Triose-P/Hexose-P im Gleichgewicht von 1 abweicht, d.h. bei 0° und 
hoher Esterkonzentration, waihrend bei 40° und niedriger Esterkonzentra- 
tion, wo der Umsatz wenig iiber 50°, liegt, die Berechnung nach beiden 
Reaktionsordnungen wenig verschieden ist; aber auch hier sind die 
k-Werte fiir den gréBeren Umsatz kleiner. 

Zur Veranschaulichung sind in Abb. 5 und 6 auBer den experimentell 
bestimmten x-Werten die theoretischen Kurven eingezeichnet, aus- 
gezogene Linien fiir beiderseits monomolekularen Verlauf (S’) und (Z’); 
gestrichelte Linien fiir bimolekulare Synthesereaktion (8), und (Z,). 
Dabei sind fiir die ausgezogenen Zerfall- und Synthesekurven die gleichen 
Geschwindigkeitskonstanten k, und k, zugrunde gelegt, aus den Mitteln 
der Einzelwerte berechnet, und man sieht, wie verhaltnismaBig gut die 
gefundenen x-Werte sich diesen Kurven anpassen. Die gestrichelten 
Kurven sind so gewonnen, daB einmal der aus der Zerfallsreaktion 
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berechnete mittlere k-Wert zugrunde gelegt ist und mit ihm der anzu- 
nehmende Verlauf der Synthesereaktion S,. Die Querstriche auf der 
gestrichelten Kurve geben fiir die jeweils gemessenen x-Werte die 
erwarteten Umsatzzeiten an. Andererseits ist fiir den aus der Synthese- 
reaktion berechneten mittleren k-Wert der anzunehmende Verlauf der 
Zerfallsreaktion berechnet, Z,, und auch hier wieder geben die Quer- 
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Abb. 5. Zerfall und Synthese von Versuch 2, Tabelle IV bei 0°. 


Ordinate: 10-3 mol. Triosephosphat (a’). Abszisse: Zeit in Sek. 
Gemessener Umsatz (z). 
Z' Zerfall, S’ Synthese fiir monomolekularen Verlauf berechnet. 
———— Berechnet fiir bimolekulare Riickreaktion. 


Z, Zerfallskurve mit den Konstanten der Synthesereaktion, S, Synthesekurve mit den Kon- 
stanten der Zerfallsreaktion. Die Querstriche geben fiir die gemessenen Umsitze (z) die be- 
rechneten Umsatzzeiten an. Einzelheiten siehe Text. 


striche die fiir die einzelnen Punkte berechneten Umsatzzeiten an. 
Wenn also in einer Richtung der Verlauf mit dem gemessenen ungefahr 
iibereinstimmt, somiiBte 
er in der entgegen- 
gesetzten Richtung der 
gestrichelten Kurve fol- 
gen. DaB dies nicht 
der Fall ist, ist evident. 
Andererseits sind die 
Schwankungen der mo- 
nomolekularen k’- Werte a |_g 
im ganzen kaum gréBer ae ne ea «1 ae 
0 100 2000 3000 


als die Fehlergenauig- Setenaies 























5000 6000 


keit der Messungen. Bei Abb.6. Versuch 3, Tabelle IV, Beschriftung wie Abb. 5. 
40° sind allerdings in 

allen Fallen die k’-Werte bei der Synthese etwas gréBer als bei 
der Spaltung, und ferner zeigt sich in manchen Fallen bei héherer 
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Substratkonzentration (16.10-°), da die monomolekular berech- 
neten Konstanten die Tendenz zeigen, zu sinken. Dies war auch 
noch in fiinf von sieben anderen Spaltungsversuchen bei dieser Kon- 
zentration der Fall. Dieses Sinken kénnte auf eine gewisse Beein- 
trichtigung des Ferments zuriickzufiihren sein, doch wiirden sich 
wahrscheinlich bei zunehmend genauerer Analyse noch weitere Ab- 
weichungen im einzelnen ergeben. Diese andern aber nichts an dem 
wesentlichen Resultat, daB die monomolekular berechneten Konstanten 
verhaltnismabig gut, die bimolekular berechneten aber gar nicht mit- 
einander tibereinstimmen. 


Diskussion zu II. 


Wie 1aBt sich das Resultat, daB die geschwindigkeitsbestimmende 
Reaktion monomolekular verliuft, mit der Tatsache verséhnen, dab 
das Gleichgewicht der Formel K = ejiox. /Cyex. gehorcht? Die oben 
angefiihrte Hypothese HLulers, nach der das Gleichgewicht durch die 
Gegenwart des Enzyms verschoben sein sollte, diirfte hier keineswegs 
zutreffen und kann tiberhaupt nur in solchen Fallen in Betracht gezogen 
werden, wo das Enzym nicht mehr als echter Katalysator wirkt. Man 
muB deshalb annehmen, dab die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion 
in unserem Falle eine Zwischenreaktion ist. Hierfiir kommt Bildung 
und Zerfall der Hexoseester-Fermentverbindung, Bildung und Zerfall 
der Trioseester-Fermentverbindung und die Spaltung der Hexoseester- 
Fermentverbindung zur Trioseester-Fermentverbindung in Frage. 
Diese drei umkehrbaren Reaktionen kénnten mit verschiedener Ge- 
schwindigkeit ablaufen. Da die Bindung des Esters an das Ferment 
aber mindestens bimolekular verlaufen sollte, so ware nur die Umwand- 
lung der Hexoseester-Fermentverbindung in die Trioseester-Ferment- 
verbindung fiir beiderseits monomolekularen Verlauf geeignet. Nimmt 
man z. B. an, daB bei der Spaltung zwar die C-Kette durchtrennt, die 
Bindungsstelle am Ferment aber nicht gelést wird, so wiirde tatsachlich 
nur eine innermolekulare Umlagerung von monomolekularer Reaktions- 
ordnung stattfinden. Vielleicht ist aber die mehr chemische Deutung 
wahrscheinlicher, daB die entscheidende umkehrbare Fermentreaktion 
sich zwischen dem Harden-Young-Ester und einer labilen Hexose- 
diphosphorséiure bzw. bimolekularen Dioxyacetonphosphorsaure ab- 
spielt, wihrend die Umlagerung dieser labilen Form in die zwei Triose- 
estermolekiile viel rascher verlaufen wiirde und in der Kinetik deshalb 
nicht zum Ausdruck kime. Die fiir die monomolekulare Berechnung 
benutzte Gleichgewichtsbedingung der beiden Ester 

2K» = CDiox. __ kK 


CHex. CDiox. 
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setzt voraus, daB bei der geschwindigkeitsbestimmenden Reaktion am 
Ferment, die auf der Zerfallsseite vorhandene Verbindung der Wurzel 
der Triosephosphorsdure in der Lésung proportional ist. Das wiirde 
fiir eine labile Hexosediphosphorséure, die im Gleichgewicht mit dem 
monomolekularen Trioseester steht, genau zutreffen, da fiir sie dieselbe 
Gleichgewichtsformel gelten wiirde wie fiir den Harden-Young-Ester. 
Da das thermodynamische Gleichgewicht durch die beiden Enden der 
Kette umkehrbarer Reaktionen bestimmt wird, so ist seine bimolekulare 
Form mit der monomolekularen der geschwindigkeitsbestimmenden 
Reaktion bei dem Vorliegen von Intermediadrprozessen nicht im Wider- 
spruch, wenn auch eine bestimmte Aussage, welches die geschwindigkeits- 
bestimmende Reaktion ist, dadurch nicht gegeben ist. 


Da bisher umkehrbare enzymatische Reaktionen, die nach beiden 
Richtungen von verschiedener Reaktionsordnung sind, kaum bekannt 
geworden sind und erst recht nicht kinetisch untersucht, kann nicht 
gesagt werden, wie weit das Resultat fiir andere derartige Enzym- 
reaktionen zutreffen wiirde. Es scheint aber nach den bisherigen Ver- 
suchen unwahrscheinlich, daB der durch die Alkaliverseifung nach- 
gewiesene Trioseester selbst noch einer weiteren Umwandlung unterliegt 
und ebenso auch, daB die im ersten Kapitel behandelte Gleichgewichts- 
verschiebung mit der den Erwartungen nicht entsprechenden Kinetik 
der Reaktion zusammenhingt. 

Ich danke Herrn W. Schulz fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung 
der Versuche. 


Zusammenfassung. 
1. Das thermodynamische Gleichgewicht : Hexosediphosphorsiure = 
2-Dioxyacetonphosphorséure wird in seiner Lage beeinfluBt 


a) durch die Fermentkonzentration, 


) 
b) durch die Substratkonzentration, 


7 


c) durch Jonenzusaétze und durch EiweiB, 


und zwar durch Erhéhung dieser Konzentrationen in Richtung der 
Synthese. Wahrscheinlich ist die Beeinflussung durch die Ferment- 
konzentration auf die durch EiweiB, und die durch Substratkonzentra- 
tion auf diejenige durch Ionen zuriickzufiihren. Besonders stark ist 
die Wirkung von Magnesium, das schon in einer m/1000 Lésung das 
Gleichgewicht deutlich verschiebt. In allen Fallen bleibt jedoch die 
van ’t Hoffsche Isochorengleichung giiltig, die In K gegen die reziproken 
absoluten Temperaturen liegen auf Geraden, die unter den verschiedenen 
Beeinflussungen parallel verschoben werden, so daB sie derselben 


Warmeténung der Reaktion entsprechen. 
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2. Bei den Versuchen, das Massenwirkungsgesetz unkatalysierter 
Reaktionen auf diese Reaktion anzuwenden, ergeben sich folgende Ab- 
weichungen von der Theorie: 

a) Die Anfangsgeschwindigkeit bei verschiedenen Substratkonzen- 
trationen ist nicht diesen proportional, sondern vielmehr bei gegebener 
Fermentmenge gleich. Das Ferment ist demnach in allen Fallen voll- 
stindig gesittigt und die Geschwindigkeit wird durch die in allen 
Fallen gleiche Konzentration der Ferment-Substratverbindung _ be- 
stimmt. 

b) Die Kinetik der Reaktion entspricht nicht den Forderungen fiir 
eine bimolekulare Synthese, sondern die geschwindigkeitsbestimmende 
Reaktion verlauft in dem zuginglichen Bereich von Temperaturen und 
Konzentrationen nach beiden Richtungen monomolekular. Unter 
diesen Voraussetzungen besteht eine verhaltnismaBig gute Uberein- 
stimmung zwischen dem berechneten und gefundenen Umsatz in beiden 
Richtungen. Zur Erklarung mu8B man annehmen, dab eine beiderseits 
monomolekulare Zwischenreaktion die Geschwindigkeit bestimmt; 
hierfiir wird als wahrscheinlichste die Umlagerung des Harden- Young- 
Esters in eine labile Hexosediphosphorséure vorgeschlagen. 








| 
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Uber den Einflu® der Salze verschiedener Puffermischungen 
auf proteolytische und peptolytische Vorginge’. 
Von 
Ernst Maschmann und Eriea Helmert. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses 
in Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 11, Februar 1935.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. Die Papainwirkung soll nach H.C. Brill und R. E. Brown? 
durch Citrat gesteigert werden. R. Willstdtter und W. Grassmann® 
fanden aber keinen spezifischen EinfluB der Salze verschiedener Puffer- 
mischungen auf die Spaltung. Spiter hat H. A. Krebs * Citrat mit den 
Papainaktivatoren Blauséure, Schwefelwasserstoff, Cystein usw. in eine 
Reihe gestellt. Gleich diesen Aktivatoren soll auch Citrat den 
hemmenden EinfluB von Schwermetallen auf das Enzym durch Komplex- 
bildung ausschalten. 

Die Unsicherheit in der Beurteilung des Einflusses von Citrat auf 
die durch Papain bewirkten proteolytischen Vorgange kann beim Studium 
von Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen Verwirrung stiften. Bei 
den von uns aufgefundenen, verwickelten Aktivierungserscheinungen 
suchten wir uns dadurch vor Uberraschungen zu schiitzen, daB wir die 
Reproduzierbarkeit unserer Ergebnisse an Hand verschiedener Enzym- 
praparate und Substrate eingehend nachpriiften. War das Versuchs- 
ergebnis dabei ein gleichsinniges, so schien einer allgemeineren Giiltig- 
keit der Beobachtungen nichts im Wege zu stehen. Im anderen Falle 
wurde angegeben, ob die Beschaffenheit des Enzympraparates oder 
Substrates bzw. beider fiir das Ergebnis von ausschlaggebender Be- 
deutung ist. Der Austausch des Enzympraparats oder des Substrats 
bzw. beider in dem System Enzym-Puffer-(Zusatzstoffe)-Substrat 
geniigt jedoch nicht immer, um einer regelmaBig festzustellenden Akti- 
vierungs- oder Hemmungserscheinung eine allgemeinere Giltigkeit bei- 
zumessen. Denn wir haben erfahren miissen, dab die Salze von Puffer- 
mischungen, in unserem Falle von Dinatriumcitrat, von spezifischem 
EinfluB auf Aktivierungserscheinungen sein kénnen. Wir haben uns 
deshalb der wenig dankbaren aber notwendigen Aufgabe unterzogen, 
die Unklarheiten iiber den EinfluB des Citrats auf proteolytische und 


' 12. Mitteilung iiber intracellulire Proteinasen. — * Philippine J. of 
Science 20, 185, 1922. — *% Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 184, 1924. — 


4 Diese Zeitschr. 220, 296, 1930. 
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peptolytische Vorgainge vorerst soweit zu beseitigen, als es unsere 
Zwecke erfordern. Es wurde deshalb die Spaltungsgeschwindigkeit in 
dem mit Citrat, Acetat oder Veronalacetat-HCl* gepufferten System 
[Papain-Gelatine bzw. -Pepton (Witte)] in Ab- und Anwesenheit von 
Zusatzstoffen sorgfaltigst ermittelt. Als Enzympraparate benutzten 
wir Papain Merck (1: 350) — ein den Begleitstoff X ** enthaltendes 
Enzympraparat — und zwei daraus bereitete begleitstoffreie Praparate, 
als Substrat Gelatine verschiedener Herkunft! sowie Pepton- Witte; 
als Zusatzstoffe dienten Blausdure?, Cystein, SH.-Glutathion*®, Ascorbin- 
siure, Ascorbinsiure-Kisen*, Papainbegleitstoff X-Kisen(I1)salz5, Ferro- 
cyankalium, Haimoglobin® und andere Eisenverbindungen. 

II. Nach unseren MeBergebnissen verlauft die durch Papain be- 
wirkte Gelatinespaltung im citratgepufferten Versuch merklich rascher 
als in den mit Acetat- oder Veronalacetat-HCl gepufferten, sonst 
gleichen Versuchen. Aus dem Verlauf der fiir die sogenannten ,,Normal 
ansitze‘* angegebenen Kurven geht dies klar hervor. Der Unter- 
schied in der Spaltungsgeschwindigkeit in Gegenwart von Citrat 
einerseits, von Acetat oder Veronalacetat-HCl andererseits kann bis 
zu 50% betragen. Im acetat- wie im veronalacetat-HCl-gepufferten 
Spaltungsansatz ist die Hydrolysegeschwindigkeit fast vdéllig gleich. 
Aus diesem Grunde und aus dem der Ubersichtlichkeit sind die Kurven 
fiir die Versuche mit Veronalacetat-HCl-Puffer in den Abbildungen 
weggelassen. 

Die Enzympraparate und die Beschaffenheit der Gelatine sind fiir 
dieses Ergebnis von untergeordneter Bedeutung. Dagegen scheint es 
mit vom Alter der Enzymlésung abzuhangen, wie groB der Unterschied 
der Spaltungsgeschwindigkeiten ist: Wir finden namlich den Ge- 
schwindigkeitsunterschied in Versuchen mit gealterten Enzymlésungen 
in der Regel geringer als in den mit frisch bereiteten Enzymlésungen. 
Ein allmahlicher Ersatz des Citrats durch Acetat oder Veronalacetat-H Cl 
bewirkt eine allmahliche Abnahme der Spaltungsgeschwindigkeit. 
Die Erhéhung der Pufferkonzentration hat nur eine geringe Zunahme 
der Papainwirkung zur Folge. In Gegenwart z. B. von m/12 Acetat im 


* L. Michaelis, diese Zeitschr. 284, 139, 1931. — ** Uber den Papain- 
Begleitstoff X vgl. ZH. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 
1934. — ! Uber den EinfluB verschiedener Gelatinesorten auf die Papain- 
wirkung vgl. #. Maschmann u. EH. Helmert, ebenda 228, 127, 1933. — 
2 Vel. R. Willstdtter u. W.Grassmann, ebenda 188, 184, 1924; R. Wiil- 
stdtter, W.Grassmann u. O. Ambros, ebenda 151, 286, 1926. — * W. Grass- 
mann, H. Dyckerhoff u. O. v. Schoenebeck, ebenda 186, 183, 1930; W. Grass- 
mann, O. v. Schoenebeck u. H. EBibeler, ebenda 194, 124, 1930. — 4 #. Masch- 
mann u. BE. Helmert, ebenda 222, 207, 1933, und zwar S. 214; 2238, 127, 1934; 
224, 56, 1934. — > #. Maschmann, ebenda 228, 141, 1934. — ® HE. Masch- 
mann u. H. Helmert, ebenda 231, 51, 1934/35. 
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Ansatz erreicht die Spaltung bei weitem nicht die GréBe wie in Gegen- 
wart von m/50 Citrat. (Tabelle I.) Bezeichnet man den Hydrolyse- 
verlauf im acetatgepufferten System als den normalen, dann ibt 
Citrat ohne Zweifel einen ziemlich stark férdernden EinfluB auf die 
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Abb. 1. Verlauf der Hydrolyse im citrat- oder acetatgepufferten System [Papain (M 1: 350)-Ge- 
latine] in Gegenwart von Cystein, SH-Glutathion, Ferrocyankalium und Kisen (II) -Sulfat.} 
Proteolyse aus. Man wird wohl dem Citrat einen spezifischen KinfluB 
zusprechen miissen, der sich auf irgendeine Komponente des Systems 
erstreckt und sich in einer Beschleunigung der Hydrolyse auswirkt. 

7* 
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Tabelle I. Papainwirkung in Gegenwart verschiedener Mengen 
Citrat-, Acetat- und Veronalacetat-HCl. 
Enzym: Papain M (1:350); Lésung 8 Tage alt. Substr.: Gelatine (Schweinfurt). 





} Aziditatszuwachs 
Versuch || Art und Menge des Puffers in com 0,05 n K OH nach Std. 
(Ansatz 20 ccm) ee p69 ok innate iors 

Nr. 1 3 2 
1 2 ccm Citrat ... aerate 0,49 0,91 1,65 
2 : eee 2 + 1 cem ‘Acetat gnodes 0,40 0,79 1,45 
3 0,5 , og. a AD. re eee 0,32 0,67 1,32 
4 O14» + 1,9 , S pial 0,27 0,53 1,20 
5 ees Acetat Loe ee eka 0,24 0,49 1,16 
6 6  ,  Veronalacetat- OE tot, ig 0,23 0,51 1,19 
a ke I as a ce I relies Meas 0,54 1,08 1,80 
8 og PIs ae pee npn cenis a 0,29 0,56 1,22 
9 Oooo EG A ashy ee pi ae 0,60 1,10 1,89 
10 Bs gy RNR Gs risa: sey ; 0,33 0,61 1,30 


Tabelle II. Verlauf der Gelatinespaltung im Citrat-, Acetat- oder 
Veronalacetat-HCl gepufferten System in Anwesenheit von 
Cystein, SH.-Glutathion, Blauséure oder Ascorbinsaure. 
Enzym: 1. Papain M (1: 350); 2. Gereinigtes Papain B. 

Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 





Azidititszuwachs 


a Art und Menge der Zusatzstoffe Art und Menge | in cem 0,05 n KOH nach Std. 
(20 cem Ansatz) des Puffers Se eee eee 
Nr. | 1 3 24 
Papain M (1: 350). 
1 (Normalansatz) | 2ccm Citrat 0,53 0,89 | 1,83 
2 “ 2 , Acetat 0,31 0,57 1,48 
3 10 mg Cystein 2 , Citrat 1,46 2,14 3,22 
4 10 , a 2 , Acetat 0,89 1,49 2.81 
5 | 25,5 mg SH-Glutathion 2 , Citrat 1,35 2,02 »21 
6 | 25,5 , ? 2 , Acetat 0,87 1,46 ya 
7 | 7,3,  Ascorbinsaure 2 , Citrat 0,21 0,37 0,70 
ee pene ee i 2 , Acetat 0,07 0,18 0,41 
Papain B. 
1 (Normalansatz) | 2Qeem Citrat 0,94 1,37 2,44 
2 ss 2 , Acetat 0,53 0,91 1,92 
3 i _ 6 , Veronal | 0,49 0,87 1,85 
4 || 10 mg Cystein 2 , Citrat 1,57 B17 3,48 
5 | it ae ‘s | 2 , Acetat | 0,94 1,54 2,86 
6 10. ee Veronal 0,88 1,49 2,80 
7 25,5 mg SH-Glutathion 2 Citrat 1,47 2,03 3,33 
8 25,5 , “ 2 , Acetat 0,91 1,49 2,80 
9 | 25,5 , ss we Veronal | 0,85 1,41 2,81 
10 10 mg Blausaure | 2 Citrat 1,42 1,98 3,21 
11 10 , - 2 , Acetat | 1,08 1,64 2,69 
12 | 10: : 6 , Veronal | 0,99 1,57 2,59 
13 || 7,3 mg Ascorbinsaure* 2 , Citrat 0,32 0,48 0,93 
14} 7,8 , e 2 , Acetat 0,14 0,33 0,63 
15 | 78 , 6 , Veronal | 0, 15 0,29 0,65 


* Die Ascorbinsiure wurde in fester Form zugesetzt; zum panes gab man 0,045 cem 
nNaOH hinzu. 
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Abb. 2. 
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Im Hinblick auf die Erklarung, die Krebs fiir das Zustandekommen 


Aktivierung durch Citrat gegeben hat, ist wichtig und aufschlub- 
reich, da der bei ,,Normalansatzen‘‘, d. h. den Versuchen chne 
Zusitze, vorhandene Unterschied in der Spaltungsgeschwindigkeit 
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EinflufB verschiedener Zusatzstoffe auf die Gelatinehydrolyse im citrat- oder acetat- 
gepufferten System [Papain (gereinigt) -Gelatine]. 


durch Blausdure, Cystein oder SH-Glutathion nicht aufgehoben wird 
(vgl. Abb. 1 bis 3). Wir schlieBen daraus, daB der aktivierende EinfluB 





von C 


itrat auf die Proteolyse nicht durch Beseitigung hemmend wirkender 
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Schwermetalle zustande kommt, d.h. daB die Annahme von Krebs in 


diesem Falle 
Bei der 


nicht zutrifft. (Tabelle IT.) 
Aktivierung des Papains durch Blausiure konnten wir 


erneut feststellen!, daB der Aktivierungsvorgang zum gréBten Teil 
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Abb. 3. Hydrolyseverlauf im mit Blausiure aktivierten System [Papain (gereinigt) -Citrat- oder 


Acetatpuffer-Gelatine]. 


schon kurze Zeit nach dem Zusammengeben der Komponenten (Enzym, 
Citrat- bzw. Acetatpuffer, Blausiure, Wasser und Gelatine bzw. Pepton) 


1 EF. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934, und zwar 
S. 152. 
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beendet ist und da Vorbehandlung des Enzympraparats oder des 
Substrats mit Cyanwasserstoff nur noch eine geringe Zunahme der 
-apainwirkung bedingt, wie dies auch aus dem Verlauf der Kurven in 
Abb. 3 hervorgeht. (Tabelle III.) 


Tabelle III. Steigerung der Papainwirkung durch Vorbehandlung 
des Substrats mit Blausdure in Gegenwart von Citrat oder Acetat. 
Enzym: Gereinigtes Papain A. 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 

In den Versuchen, deren Resultat dureh die Kurvenbilder in Abb. 3 
wiedergegeben ist, wurde das Enzym in Gegenwart der Puffer mit Blausaéure 
— 10mg HCN pro 20 ccm Ansatz — bei 40° vorbehandelt. 

In der Versuchsreihe, deren Ergebnis in dieser Tabelle zusammen- 
gefaBt ist, wurde das Substrat in Anwesenheit der Puffer mit Blausaéure 
bei 40° vorbehandelt. Darauf erfolgte der Zusatz des Papains. 

Beide Versuchsreihen wurden am gleichen Tage ausgefiihrt. 

Versuch lu. 2: Normalansatze (ohne Blausaure) 

Zu Versuch 3 ,, 4: Pepton, Puffer, Blausiure, 3 Minuten vorbehandelt 








” ” 5 ” 6: ” ” 9? 30 9° 9? 
99 99 7 %° 8: 9 ° > 60 ’° > 
” ” 9 ry 10: .” ” 120 ” ” 
| 
> i} Az idi tat hs i 0,05 KO H ch Std. 
Versuch || Art und Menge des Puffers =a rom rncninace afi mind oes ae 
Nr. 1 3 oy 
1 Zeom Citrat ...... 0,69 1,14 2,14 
2 pay" ~ SAS aea 0,44 0,84 1,72 
3 Cie sce. Se: 1,18 1,87 2,99 
4 Se be DROME 0,82 1,34 2,50 
5 et Rn Sor eS 1,24 1,81 2,94 
6 Ey ee as 0,97 1,44 2,57 
7 m aCe GS 1,22 1,83 2,93 
8 Sy ae Te 0,96 1,46 2,56 
9 ee RONME Corea a 1,26 1,88 2,99 
10 Bg TANS EE a. 6s 0,98 1,50 2,61 


II]. Aus den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Beobachtungen 
geht hervor, daB Salze der Puffermischungen, in unserem Falle Di- 
natriumcitrat, einen spezifischen EinfluB auf enzymatische Reaktionen 
auszuiiben vermégen. Im folgenden wird durch einige Beispiele belegt, 
daB die Wirkungsweise von Zusatzstoffen auf die Proteolyse durch 
Salze der Puffer stark beeinfluBt werden kann. 

Vor kurzem haben wir iiber den Einflu8 verschiedener Eisen- 
verbindungen auf proteolytische Vorgainge in Gegenwart von Citrat- 
puffer berichtet!. In acetat- oder veronalacetat-HCl-gepufferten Ver- 

' BE. Maschmann u. E. Helmut, Zeitschr. f. physiol. Chem. 281, 51, 
1934/35. 
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suchen finden wir die Wirkung von Kisenverbindungen aut die Proteo- 
lyse nicht unwesentlich verschieden von der im citratgepufferten Versuch. 
Von den Aalteren Ergebnissen war am bemerkenswertesten die Akti- 
vierung der Gelatinehydrolyse durch Ferrocyankalium und durch 
Hdmoglobin sowie die Feststellung, daB Hamoglobineisen ein deutlich 
gréBeres Aktivierungsvermégen besitzt als das Eisen des gelben Blut- 
laugensalzes. In den Versuchen mit Acetat. oder Veronalacetat-H Cl- 
Puffer wird die Papainwirkung durch Ferrocyankalium verhaltnismaBig 
starker geférdert als in den mit Citrat gepufferten Ansatzen. (Tabelle IV.) 


Tabelle IV. Aktivierungsvermégen des Ferrocyankaliums in 
Gegenwart von Citrat-, Acetat- oder Veronalacetat-HCl. 
Enzym: a) Papain M (1: 350); b) Gereinigtes Papain B. 
Substrat: Gelatine Schweinfurt. 
Puffer: m/5 Dinatriumcitrat; 2 cem fiir den 20 cem-Ansatz. m/5 Acetat; 
2 cem fiir den 20 cem-Ansatz. m/21 Veronalacetat-HCl; 6 cem fiir 
den 20 cem-Ansatz. 





y b Azidititszunahme in 0,065 n KOH 
ersuc i S 
ets Menge des Zusatzstoffes nach Std. 


Nr. } } 1 3 22 





Papain M (1: 350). 


1 (Normalansatz) . Wye gates ae: | 0,50 0,87 1,83 
2 . rat ais see a 0,59 1,47 
3 a Fee ha | 0,33 0,62 1,51 
4 | Ferrocyankalium (4,6mg Fe) . . || — 1,06 1,56 2,79 
5 . (46 , Fe) ..|| 0,93 1,49 2,58 
6 (46, Fe) ..|| 0,89 1,49 247 
Papain B. 
7 (epmneeents) og eee 0,82 1,25 2,20 
8 » peer, 0,46 0,80 1,68 
| (core tw ye ae 0,48 0,78 1,62 
10 Ferrocyankalium (4,6 mg Fe) . . 1,27 1,76 2,76 
11 . G3 5 7e)°..7° tt 1,59 2,53 
12 * (4,6 , Fe) a: ae 1,53 2,47 


Es bedarf noch eingehender Versuche, um das Verhalten von Hamo- 
globin verschiedener Herkunft sowie verschiedener Darstellungsweise in 
Gegenwart verschiedener Puffermischungen klarzulegen. Nach den bis- 
herigen Ergebnissen, die durch die Kurvenbilder der Abb. 4 belegt 
werden, verhalten sich amorphes bzw. kristallisiertes Pferdehdmoglobin, 
kristallisiertes Gdnse- und amorphes Hammelhdmoglobin! in bezug 
auf ihr Aktivierungsvermégen ziemlich gleich. Die Untersuchung von 


! Wir haben Herrn Dr. Z£. Strauss fiir die Darstellung der Praparate 
bestens zu danken. Es soll demnachst mit ihm zusammen iiber unsere Er- 
gebnisse ausfiihrlicher berichtet werden. 
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kristallisiertem Katzenhamoglobin wird zeigen, ob das Verhaltnis Eisen 
zu Schwefel, das hier, abweichend von dem z. B. im Pferdehamoglobin 
vorliegenden, | :5 sein soll, fiir das Wirkungsvermégen von Bedeutung ist. 


——> Aciditatszuwachs in com 0,05 n- KOH 


Abb. 4. 
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3 
> Spaltungsaauer in Stunden 


Aktivierung der Proteolyse durch Ganse-, Hammel- oder Pferdehimoglobin. 


Ferrosalz hemmt die Proteolyse im  citratgepufferten Svstem 
; ge} ) 


merklich, wenn ein mit X bezeichneter Enzymbegleitstoff! abwesend 
ist. Diese Hemmung geht aber nicht, wie nachgeholt werden sol], vom 


Ferroion aus, sondern von zweiwertigem, an Citrat komplex gebundenem 


' Uber den Papain-Begleitstoff X vgl. E. Maschmann, Zeitschr. f. 


physiol. Chem. 228, 141, 1934. 
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Eisen. Ferroion selbst, wie es in Gegenwart von Acetat- oder Veronal- 
acetat-HCl-Puffer vorliegt, iibt einen geringeren hemmenden EinfluB 
auf die Papainwirkung aus. Eine nennenswerte Wirkung von Hisen (I/1)- 
salz auf die Proteolyse ist weder in Versuchen mit Citrat-, Acetat- noch 
Veronalacetatpuffer festzustellen. (Tabelle V.) Im ersten Falle liegt 
das dreiwertige Eisen in Form einer ziemlich bestandigen Citrat- 
komplexverbindung vor (kenntlich am Farbumschlag nach gelb), in den 
beiden anderen Fallen entstehen wohl zuerst Acetate einer Hexaceto- 
eisen(III)-base (Auftreten der roten Farbe), die allmahlich als basisches 
Ferriacetat feinflockig ausfallen. 


Tabelle V.  EinfluB von Ferrisalz auf die Papainwirkung in 
Gegenwart von Citrat-, Acetat- oder Veronalacetat-HCl. 
Enzym: a) Papain M (1: 350);’b) Gereinigtes Papain A. 
Substrat : Gelatine (Schweinfurt). 


Fe(N H,)(SO,4).: 0,4000 g in 10 cem Wasser. 
Zu Versuch 1 u. 4: Puffer m/5 Dinatriumcitrat; 2ccem fiir den 20cem-Ansatz. 
et is 2 ,, 5: Puffer m/5 Acetat; 2 cem fiir den 20 cem-Ansatz. 
‘a »  3,, 6: Puffer Veronalacetat-HCl; 6 cem fiir den 20 cem-Ansatz. 





| Aziditaétszuwachs in cem 0,05n KOH 





Versuch Menge des Zusatzstoffes i} nach Std. 
(20cem Ansatz) if T 
Nr. | 1 3 22 


Papain M (1: 350). 


1 (Normalansatz) 0,45 0,77 1,70 
2 e 0,26 0,51 1,47 
3 py 0,24 0,50 1,39 
4 leem Fet** (4,6 mg Fe) * 0,40 0,72 1,61 
5 oe Me ere 0,30 0,57 1,53 
6 1 gee es Se 0,27 0,54 146 
Papain A. 
Big (Normalansatz) | 0,82 1,25 2,20 
2 ; | 0,46 0,80 1.68 
3 Re 0,48 0,79 1,62 
4 leem Fe*** (4,6 mg Fe)* 0,78 1,19 2,10 
5 "epee asa 0.49 0,84 1.62 
6 D5 oR eS 0,50 0,86 1,60 


Zam Ausgleich wurden 0,15cem n NaOH hinzugefiigt. 


Vom roten Blutlaugensalz berichteten wir!, daB es die Gelatine- 
hydrolyse in Anwesenheit von Citratpuffer hemmt, daB aber die Hem- 
mung, die besonders nach mehrstiindiger Versuchsdauer deutlich hervor- 
tritt, nicht viel iiber 20% hinausgeht; auch nicht nach einer langdauern- 
den Vorbehandlung des Papains mit Kaliumferricyanid bei 40°. Es ist 


1 EB. Maschmann u. EH. Helmut, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2381, 51, 
1934/35. 
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nun sehr bemerkenswert, daB die Spaltungsgeschwindigkeit im acetat- 
oder veronalacetat-H Cl-gepufferten Ansatz durch Kaliumferricyanid — 
besonders im Anfang — ziemlich stark, und zwar bis zu 50%, beschleunigt 
wird. (Tabelle VI.) Demnach betitigt sich das rote Blutlaugensalz 
unter bestimmten Bedingungen auch als ,, Aktivator“. 
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Abb. 5. Einflu6B von Eisenverbindungen auf die Hydrolyse im citrat- oder acetatgepufferten 
System [Papain (gereinigt) -Gelatine]. 


Die anfanglich verhaltnismaBig kraftige Spaltung geht jedoch 
langsam zuriick, so daB z.B. nach 24stiindiger Versuchsdauer die 
Gelatinehydrolyse auch nicht gréBer ist als im Versuch ohne 
Ferricyankalium, oft sogar noch etwas darunter bleibt, wie dies 
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Reaktionsgeschwindigkeit im Citrat-, Acetat- oder Veronalacetat-HCl- gepufferten System 


Tabelle VI. 
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0,6580 g in 25 cem Wasser. 


K,Fe(CN),: 


Zusatzstoff : 


Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 


Enzym: Gereinigtes Papain A. 
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z. B. aus dem Kurvenverlauf in 
Abb. 5, besser in Abb. 6 hervor- 
geht. Das Absinken der Spal- 
tungsgeschwindigkeit zu _ einer 
Zeit, wo gréBtenteils Albumosen 
und Peptone vorliegen diirften, 
iiberrascht eigentlich im Hinblick 
auf unsere friihere Feststellung!, 
daB Ferricyankalium die Pep- 
tolyse schwach, aber deutlich 
fordert. Das langsame Zuriick- 
gehen der Spaltungsgeschwindig - 
keit kann nicht von einer all- 
mahlichen Inaktivierung des En- 
zyms herriihren: Denn auch noch 
nach einer 24stiindigen Vorbe- 
handlung des Papains mit Ferri- 
cyankalium in Gegenwart der 
betreffenden Puffer bei 40° setzt 
die Spaltung beim Zusammen- 
bringen mit Gelatine mit der 
gleichen Geschwindigkeit ein wie 
in den Versuchen ohne eine 
solche Vorbehandlung. Kalium- 
ferricyanid schddigt das Papain 
bei pu = 5 nicht. Der Spaltungs- 
riickgang erscheint somit als 
Folge der Verminderung der Sub- 
stratkonzentration und die an- 
fanglich erhéhte Papainwirkung 
als Folge eines férdernden Ein- 
flusses, der vom roten Blut- 
laugensalz auf die ersten Vor- 
gange bei der Gelatinehydrolyse 
ausgelibt wird, vielleicht hervor- 
gerufen durch eine Verainderung 
des physikalischen Zustandes der 
Gelatine (Entfernung der Faden- 
molekiile voneinander?), die 


1 EB. Maschmann u. E. Helmut, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 2381, 51, 
1934/35. 
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ein rascheres An- und Einlagern des Enzyms ermdglicht. (Ta- 
belle VII.) 

Die in Gegenwart von Citratpuffer auftretende geringfiigige Hem- 
mung der Proteolyse durch Ferricyankalium schien uns schon friiher! 
gegen die Vorstellung von 7h. Bersin von der ,,Merkaptannatur‘‘? des 
Papains zu sprechen, da z. B. Cystein und SH-Glutathion von Ferri- 














2,3 7 
ood | oii 
2,1+ 
2,0-+- 
1,97 >2 
1,84 3 
17+ +5 
1,6+ ~6 


15-+- 
14+ 


x—____—1 Citrot...................(Normalansats) 
binds oat Oe ” +k3fe(CNje 

vesicles 7" ee (Normalansatz) 
o------- 5 4 +3 fe (CN)e 
w—-—-—2 Veronolacefat-HC! ... (Normolonsatz) 
fe G 4 +k3 fe (CN)6 





aT + + 

3 4 6 : 23 
—— Spaltungsdauer in Stunden 

Abb. 6. EinfluB von K3;Fe(CN), auf die Spaltungsgeschwindigkeit im citrat-, acetat- oder 

veronalacetatgepufferten System [{Papain (gereinigt) -Gelatine}. 





_ 
1 


nk 
tpo+ 


cyankalium bei px = 5 rasch oxydiert wird. Die jetzige Beobachtung, 
wonach in Gegenwart des Acetat- oder Veronalpuffers die Papain- 
wirkung gegeniiber Gelatine durch Ferricyankalium sogar merklich 
gesteigert wird, spricht entschieden gegen die Bersinsche Vorstellung. 
Auf die Méglichkeit, daB die Anwesenheit von SH-Gruppen im Enzym- 
komplex oder sogar in der enzymatisch aktiven Gruppe Voraussetzung fiir 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 51, 1934/35. Es gibt noch andere, 
nicht unwesentliche Beobachtungen, die gegen diese Vorstellung sprechen. 
Wir werden demnachst darauf zuriickkommen. — ?* Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 222, 177, 1933. 
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Tabelle VII. Reaktionsgeschwindigkeit nach Vorbehandlung des 
Papains mit Ferricyankalium in Gegenwart von Citrat- oder 
Acetatpuffer. 

Enzym: Gereinigtes Papain A. 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 
Zusatzstoff: K,Fe(CN),: 0,6580 g in 25 cem Wasser. 
Zu Versuch 1 bis 4: Ohne Vorbehandlung (Kontrollversuche). 
5 ,, 8: Enzym, Puffer, Wasser und K,Fe(CN), wurden 
24 Stunden bei 40° aufbewahrt und dann erst mit 
Gelatine zusammengebracht. 


” 





Azidititszunahme in cem 0,05n KOH 
Art und Menge | nach Std. 


> Pore 
(50 cem Ansatz) des Puffers H 1/ 


Ver- Menge 
such des Zusatzstoffes 


Nr. 





3 2 


(Normalansatz) 5ecem Citrat 0,59 0,83 | 1,13 

4 5 , Acetat 0,27 | 0,44 0,70 
|| Beem K;Fe(CN), 5 Citrat 0,56 | 0,75 1,02 
Se ¥ 5 Acetat 0,55 0,82 0,99 
(Normalansatz) 5 Citrat 0,58 | 0,80 | 1,12 

. 5 Acetat 0,28 0,46 | 0,71 | 

5Becem KgFe(CN)g | 5 Citrat 0,53 0,72) 1,00 
EA a 5 Acetat 0.57. 0,79 1,02 


0G 


-— wODmow K&S 


* 


—- eS OF Ree OF 
—e ODO ary a ; 


~ 


die Wirksamkeit des Papains und Kathepsins ist, haben wir zuerst 
hingewiesen'. Wahrend unserer Bemiihungen, diese Vermutung durch 
Beseitigung entgegenstehender Beobachtungen und durch Beibringung 
neuer Befunde schliissig zu beweisen, sammelten wir Material, das zum 
Teil fiir, zum Teil gegen eine solche naheliegende Annahme spricht. 
AuBerdem erweiterte sich das Problem dahingehend, ob und wieweit 
sich Vorginge, die zur Wirkungssteigerung oder -abnahme fiihren, am 
Enzymmolekiil selbst oder an mehr oder minder wichtigen Begleit- 
stoffén abspielen und mit einer Freilegung von SH-Gruppen bzw. deren 
Uberfiihrung in S—S-Gruppen verkniipft sind. Neuere Arbeiten ver- 
schiedener Autoren, in denen sich unsere Vermutung entschiedener 
formuliert wiederfindet, das experimentelle Material aber das von uns 
beigebrachte im wesentlichen bestatigt, kénnen trotz einseitiger Beriick- 
sichtigung der fiir eine solehe Annahme sprechenden Befunde nicht 
datiiber hinwegtaiuschen, daB die Aktivierung und Inaktivierung ver- 
wickelter sind als sie danach erscheinen. 

IV. Weist besonders das letzte Beispiel deutlich auf die Ver- 
schiedenartigkeit des Einflusses von Zusatzstoffen auf proteolytische 
Vorgange je nach der Natur des benutzten Puffers hin, so geht aus dem 
Folgenden klar hervor, daB Salze der Puffermischungen an Aktivierungs- 


1 Vgl. dazu Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 99, 1933 und briefliche 
Mitteilung an Herrn Dr. Th. Bersin. 
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vorgangen wesentlich beteiligt sein kénnen. In diesem Falle handelt es 
sich um die Beteiligung der Citronenséure an der durch Enzymbegleit- 
stoff X-Eisen bewirkten starken Aktivierung des Papains. Es ist zum 
Verstaindnis der folgenden, etwas verwickelten Aktivierungsvorginge 
notwendig, einige altere Beobachtungen vorauszuschicken. Wir fanden 
friiher, daB Papain von verschiedenem Reinheitsgrad durch Ascorbin- 
siure (Vitamin C) gegeniiber Gelatine stark gehemmt wird'!, daB aber 
bestimmte Papainpriparate durch Ascorbinsdiure-Kisen stark aktiviert 
werden!. Diese Papainpriparate werden nun, wie spater festgestellt 
wurde?, auch schon von Ferrosalz allein ebenso weitgehend aktiviert 
wie in Gegenwart von Ascorbinsdure-Eisen. Ascorbinséure ist demnach 
fiir den Aktivierungsvorgang in Gegenwart von Citrat ohne Bedeutung, 
wenn geniigend Eisen (I1)-salz benutzt wird. Voraussetzung fiir die Akti- 
vierung des Papains schien das Zusammenspiel von Ferrosalz mit einem 
Enzymbegleitstoff X, wobei eine zeitlich verlaufende Reaktion zwischen 
diesen beiden Substanzen stattfindet. Diese Reaktionslésung vermag 
das Enzym sofort zu aktivieren, und zwar fast so weitgehend wie Cystein 
oder SH-Glutathion. Der Papainbegleitstoff X kann leicht vom Enzym 
abgetrennt werden, wodurch seine Rolle bei dieser Art Aktivierung 
erkannt wurde. Er ist in den kauflichen Praparaten in wechselnder 
Menge mit dem Papain vergesellschaftet. Uber das weitere Verhalten 
dieser Substanz und iiber ihre chemische Natur wurden in einer friiheren 
Arbeit nihere Angaben gemacht”. Der Begleitstoff X ist mit $-S-Glu- 
tathion nicht identisch*, er kann aber ein noch unbekanntes disulfid- 
haltiges Polypeptid sein. Wir verweisen in diesem Zusammenhang 
auf eine im Abschnitt V beschriebene Beobachtung. 

Nach diesen Ergebnissen wird also ein Papainpraparat, das geniigend 
Begleitstoff X enthalt, durch Vorbehandlung mit Ferrosalz in Gegenwart 
von Citratpuffer hoch aktiv, begleitstoffarme oder gereinigte Praparate 

1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 214, 1933; 223, 127, 1934; 224, 56, 
1934. Der hemmende EinfluB der Ascorbinséiure auf Papain wird, wie wir 
gefunden haben (unver6ffentlichte Versuche), vollstandig aufgehoben, wenn 
dem Papainversuch — aktive oder inaktive — Kathepsinlésung zugefiigt 
wird (Begleitstoffwirkung!). Die Aktivierung des Kathepsins durch Ascorbin- 
siure (P. Karrer u. F’. Zehender, Helv. chim. acta 16, 701, 1933), besser noch 
durch Ascorbinséure-Eisen (HZ. Maschmann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 222, 207, 1933, und zwar 8. 214) bedarf noch sorgfaltigster Unter- 
suchung, denn sie verliuft unregelmaéBig, da sie, worauf wir schon hin- 
gewiesen’ haben, sehr wahrscheinlich an die Gegenwart bestimmter Begleit- 
stoffe gekniipft ist. Die Aufklarung der zwischen Kathepsin und Papain 
bestehenden Unterschiede im Verhalten gegeniiber Ascorbinséiure und 
a-Sulfhydrylearbonsauren (Z. Maschmann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 222, 207, 1933) ist im Gange, da wir uns von einer solchen Einblicke 
in die Natur beider Proteinasen versprechen. — ? #. Maschmann, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. 
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dagegen werden erst durch Zusatz von mit Ferrosalz vorbehandelter 
Begleitstofflésung stark wirksam. Ein Papainpraparat der ersten Art 
ist z. B. das Papayotinum Merck (1: 350); Papainpraparate der zweiten 
Art kénnen aus jenem nach einer friiher angegebenen einfachen Methode ! 
dargestellt werden. Auch das Papayotinum Merck (1: 100) zihlt zu den 
Praparaten der letzten Art. 

Wir haben nun beobachtet, daB die im citratgepufferten Versuch 
regelmabig verlaufende Eisen (II)- baw. Begleitstoff X-Eisenaktivierung 
nicht erfolgt, wenn der Citrat- durch den Acetat- oder Veronalacetat- 
puffer ersetzt wird. In solchen Versuchen ist die Proteolyse stark ge- 
hemmt. (Tabelle VIII.) Setzt man aber Citronensaure hinzu, so kommt 
es nach einer gewissen ,,Inkubationszeit‘‘ zu einer starken Aktivitats- 
erhéhung. Das Citrat muB demnach am Aktivierungsvorgang wesentlich 


Tabelle VIII. Wirkung von Eisen(II)salz auf Papain M (1: 350) 
in Gegenwart von Citrat, Acetat oder Veronalacetat-HCl. 


Zu Versuch 1 bis 3: Normalversuch. 


ss ja 4 ,, 6: Papain, Puffer, Ferrosulfat und Wasser wurden ohne 
Vorbehandlung mit Gelatine versetzt. 
- “ 7 ,, 9: Papain, Puffer, Ferrosulfat und Wasser wurden 


2 Stunden bei 40° aufbewahrt. bevor Gelatine zu- 
gesetzt wurde. 


i Fs 10 ,, 12: Wie unter 7 bis 9, nur mit vierstiindiger Vorbehand- 
lung. 
Versuchsansatz : Z. B. 0,80cem Paprin M (1: 350)-Lésung, 2 bzw. 


6ccm Puffer, 1 cem Ferrosulfatlésung (4,6 mg Fe), 
0,015 cem n NaOH (bei Veronalpuffer fallt dieser 
Zusatz weg), 4,20 bzw. 0,2 ccm Wasser, 12 cem 
7%ige Gelatinelésung. 








Normalansatz : Ohne Eisen und’ entsprechend mehr Wasser. 
yey Aziditatszuwachs in cem 0,05 n KOH nach Std. 
_— Art und Menge des Puffers i -icertate ane 

Nr. 1 3 21 
i 

1 2eem Citrat. . ... } 0,40 0,79 1,46 
3 2. Acetat ae 0,20 0,44 0,91 
3 oO. WeeeR 27 | 0,18 0,41 0,90 
4 Sy CR. a os 0,37 1,09 3,15 
5 ee eee 0,08 0,20 0,70 
6 pr ae 0,10 0,21 0,64 
7 Sige SOMME Side oh 0,92 1,55 3,24 
8 isin) San works 0,10 0,18 0,73 
9 ee ene 0,07 0,16 0,62 
Money) Cee 4 0,99 1,63 3,27 
ll Dic 5 eRe. i ge 0,13 0,23 0,80 
12 SS See 0,10 (0,22 0,66 


' BE. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. 
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Tabelle IX. Wirkung von Eisen(II)salz auf gereinigtes Papain in 
Gegenwart von Citrat, Acetat bzw. Acetat-Glycerin, -Mannit 
oder -Glucose. 

Enzym: Papain A (frei von Begleistoff X). 

Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 

Zusatzstoffe: m/10 Glycerin, m/10 Mannit, m/10 Glucose, 0,2300 g Ferro- 
sulfat in 10cem H,O. Begleitstoff X-Lésung. 





Aziditétszuwachs 


Ver- P . in cem 0,05 n KOH 
poh Art und Menge der Zusatzstoffe Puff 
ouch Pome (20 com eas lee (2 cae es nach Std. 
Nr. 2 22 
1 (Normalansatz) Citrat 0,95 2,08 
2 m Acetat 0,59 1,58 
3 18,4 mg Glycerin 0,61 1,61 
4 86,2 , Mannit y 0,60 1,59 
5 36 =, ~—- Glucose a 0,59 1,60 
6 1¢em Ferrosulfat (4,6 mg Fe) Citrat 0,52 1,40 
7 a a QS °4.. is) Acetat 0,50 1,43 
8 0,2 cem Begleitstoff X-Lisung Citrat 0,60 1,08 
9 G2. ‘ - Acetat 0,30 0,56 
10 |\\ 0,2 cem Begleitstoff X-Lésung | Citrat 1,30 3,01 
11 | + 1cem Ferrosulfat | Acetat 0,15 0,41 
12 lcem Glycerin; | 0,2ccem Begleitstoff | . 0,10 0,35 
13 1 ., Mannit; X-Lésung + 1 cem % 0,14 0,40 
14 1 , Glucose; Ferrosulfat H 2 0,11 0,43 


Die Anwesenheit von Glycerin, Mannit und Glucose in einer Kon- 
zentration von m/100 iibt keinen meBbaren EinfluB8 auf die Gelatinespaltung 
aus. Bei der Titration eisenhaltiger Proben von acetatgepufferten Ansatzen 
scheidet sich auch in Gegenwart von Glycerin, Mannit oder Glucose, Eisen- 
hydroxyd ab; solche Titrationsproben nehmen zum Unterschied von den 
aus citratgepufferten Ansaétzen nach kurzem Stehen an der Luft einen hell- 
braunen Farbton an. 


beteiligt sein. Es ist sehr wahrscheinlich, daB dabei die komplex- 
bildende Eigenschaft der Citronensiure von maBgebendem EinfluB 
ist. Denn der einzige augenscheinliche Unterschied zwischen dem 
System (Gereinigtes Papain—Begleitstoff X-Kisen(II)salz—Citrat — 
Wasser — Gelatine) und dem gleichen aber mit acetat- oder veronalacetat- 
HCl-gepuffertem System besteht darin, daB das Metall im ersteren als 
komplexes Anion, im letzteren als Ion vorliegt und auch nach Beob- 
achtungen bei der Aziditétsermittlung (Bildung von Eisenhydroxyd 
an der Luft) darin als Ion verbleibt. Man wird deshalb wohl anzunehmen 
haben, daB das zweiwertige Eisen erst durch seine komplexe Bindung 
an Citronensiure befihigt wird, mit dem Begleitstoff X zu reagieren. 
Da es sich bei dieser Reaktion nach friiheren Befunden! sehr wahr- 


' BE. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. 
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scheinlich um einen Reduktionsvorgang handelt (S—S > SH 2), kommt 
mdglicherweise nur einem besonders komplex gebundenen, zweiwertigen 
Eisen! ein dafiir giinstiges Reduktionspotential zu. 

Es schien uns zum besseren Verstandnis der Beteiligung der Citronen- 
siure am Aktivierungsvorgang niitzlich, nach einem Ersatz fiir die Oxy- 
tricarbonsaure zu suchen. Diese kann nicht durch Glycerin, Mannit 
oder Glucose ersetzt werden, ebensowenig durch Bernsteinséure, Glykol- 
siure, Brenztraubensiure oder Chinasdéure. (Tabelle IX.) Dagegen 
fanden wir fiir sie in der Weinsdéure einen guten, in der Apfelsdure 
und Ascorbinsdéure einen noch besseren Ersatz. (Tabelle X.) 

Wie die Kurvenbilder in den Abb. 7 A, 7B und 7C zeigen, vermégen 
die Dioxy- bzw. Oxydicarbonsaiure bei der Aktivierung des Papains 


Tabelle X. EinfluB von Oxycarbonsauren auf die Wirkung von 
Begleitstoff X-Eisen auf Papain. (Ohne Voraktivierung.) 
Enzym: Gereinigtes Papain A (1,25 proz. Lésung). 

Substrat : Gelatine (Schweinfurt). 
Zusatzstoffe: m/5 Glykolséiure, px = 5; m/5 Bernsteinséure, py = 5; 
m/5 Chinaséure, py = 5; m/5 Weinséure, py = 5; 
m/5 Apfelséure, py = 5; m/5 Citronenséure, py = 5. 
m/5 Brenztraubensaéure, py = 5. 
Begleitstoff-X-Lésung. Ferrosulfat: 0,2300g in 10cem. 





Ver- Azidititszuwachs in eem 





such Art und Menge der Zusatzstoffe Puffer 0,05 n KOH nach Std. 
(20cem Ansatz) (2 ecm) 

Nr. 1 3 24 
1 (Normalansatz) | Citrat 0,70 1,15 2,10 
2 . Acetat 0,40 0,76 1,64 
3 2ceem Glykolsiure = 0,48 0,86 1,70 
4 2 ,  Bernsteinsaure e 0,43 0,85 1,73 
5 4 2 ,  Chinasaure - 0,39 0,77 1,67 
6 2 ., Weinsaure S 0,51 0,95 1,76 
7 2 , Apfelsiure es 0,53 1,02 1,85 
8 2 ,  Citronensaure - 0,64 1,08 2,04 
) 2 .  Brenztraubensaure % 0,61 1,10 2,07 

0,2 cem Begleitstoff-X-Lésung, 
leccem Ferrosulfat 

10 + 2cem Glykolsaure . 0,15 0,25 0,66 

11 + 2 ,  Bernsteinsaure . 0,13 0,21 0,64 

12 + 2 , Chinasaure - 0,11 (0,22 0,61 

13 + 2 ,  Brenztraubensaure Bs 0,40 0,76 1,90 

14 + 2 . Weinsaure 2 0,30 0,68 2.32 

15 + 2 , Apfelsiure is 0,40 0,96 2,70 

16 + 2 .,  Citronensaure 0,65 1,50 3,14 

17 + 29,2 mg Ascorbinsaure . 0,34 0,80 2,81 


' Nicht jeder komplexen Eisen(II)verbindung kommt diese Fahigkeit 
zu; z. B. ist K,Fe(CN), ohne Wirkung. 
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durch Begleitstoff X und Eisen(II)salz die Oxytricarbonsiure nicht 
ganz zu ersetzen. Vielleicht riihrt das nur daher, daB Citronen- 
siure schon an sich eine — wie schon angefiihrt wurde — merkliche 
Aktivitatserhéhung bedingt, waihrend, wie wir fanden, die Weinsdiure 


3,0- x6 
2,9 I 

2,84 ff 
2,7+ 
2,6 + x9 


2,54 
2,4+ 












x3 





A. Ohne Voraktivierung 


Kurve 1:Dopain-Fisen (i1)salz-Acetotpuffer-Gelatine 
2:ohne Eisen 
3: "  « mit Citrotpuffer 
4: mt Weinsdure 
5: " Apfelsdure 
6: 4 Citronenséure 











——— Solkngedouer in Stunden = 
Abb. 7A. Verlauf der Proteolyse im System [Papain (M 1 : 350)-Eisen (I]) salz-Acetat-Gelatine} 
in Gegenwart von Apfel-, Citronen- oder Weinsiure. 
in gleicher Konzentration keine, die Apfelsiure wohl eine deutliche, 
aber nicht so groBe Wirkungssteigerung wie die Citronensaure hervor 
ruft. Es ist aber auch nicht unméglich, daB die Unterschiede einem 
Q verschiedenen Komplexbildungsvermégen der Sauren entspringen. Von 
den als mégliche Ersatzstoffe untersuchten Substanzen erwiesen sich 


8* 
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im ,,Normalansatz‘‘ Glycerin, Mannit, Glucose, Bernsteinsaure, Glykol- 
siure, Chinasiure und Weinsaéure ohne merklichen EinfluB auf die 
Gelatinespaltung. Dagegen vermag die Brenztraubensdure gleich der 
Citronensiure die Hydrolyse zu steigern. 


6 


3,0- 
2,94 
2,8+ mi: 
2,7 4 
2,64 
25+ 
2,44 
2,3+ 
2,27 * 
2,1+ 
2,0+- 
1,94 
r184 
S 1,8 
x 1,7 + 






B Nach 2 stindiger Voraktivierung. 


S 1,5+ 
S 
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5 1,0+ 
S 0,9+x 
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Kurve 1: Dopain-fisen(1)sakz-Acetatpuffer-Gelotine 
2:ohne Lisen 

0,34 3: 4 » mit Citratpuffer 

o24* y: mit Weinsdure 

y.7 §: 4 Apfelsaure 
' 6: " Citronensaure 
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i 3 
——+ Spaltungsdauer in Stunden 


Abb. 7B. Verlauf der Proteolyse im System [Papain (M 1 : 350)-Eisen (II) salz-Acetat-Gelatine] 
in Gegenwart von Apfel-, Citronen- oder Weinsiure. 


V. Der bei der Proteolyse in Gegenwart von Citrat oder Acetat auf- 
tretende Unterschied in der Spaltungsgeschwindigkeit ist auch bei der 
durch Blausaéure, Cystein usw. in Gang gesetzten Peptolyse zu beobachten. 
In Anbetracht der in diesem Falle an sich geringeren Papainwirkung sind 
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hier die Unterschiede nicht ganz so deutlich. (Tabelle XI.) Beachtens- 
wert ist das Verhalten der Ascorbinsdure und des Eisen(II)salzes im 
acetatgepufferten System (Gereinigtes Papain—Witte-Pepton). Wir 


6 


x 


aes 
od 
uo 
4- 








POO ATA OE AGT 


© 1,9+ 








Aciditatszuwachs incem 0,05 n- KOH 


C.Noch 4 stiindiger Voraktivierung. 

Kurve 1: Papain-Eisen i)salz-Acetatpuffer- Gelatine 
2: ohne Eisen 

3: “ % , mt Citratpuffer 

4: mit Weinsdure 

5: " Apfelsaure 

6: " Citronensaure 














24 
— > Spa/tungsdauer in Stunden 


Abb.7C. Verlauf der Proteolyse im System [Papain (M 1 : 350)-Eisen (II) salz-Acetat-Gelatine| 
in Gegenwart von Apfel-, Citronen- oder Weinsi&ure. 


berichteten friiher1, daB es erst nach einer mehrstiindigen Vorbehandlung 
des Peptons mit Ascorbinsdiure oder mit Ferrosulfat zu einer merklichen 





' E. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. 
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Tabelle XI. Einflu8B von Cystein, Blauséiure, Ascorbinsaure, 
Ferrocyankalium und Eisen(II)salz auf die Peptonspaltung in 
Gegenwart von Citrat oder Acetat. 

Enzym: Gereinigtes Papain (frei von Begleitstoff X). 
Substrat: 7% ige Pepton-Witte-Lésung, auf ungefihr py = 5 eingestellt. 
Puffer: a) m/5 Dinatriumcitrat; b) m/5 Acetat. 

Zu Versuche 7 bis 8 und 11 bis 12: Substrat, Puffer (Wasser) und Ascor- 
binsiure bzw. Ferrosulfat wurden 2 Stunden bei 40° aufbewahrt, bevor die 
Enzymlésung zugesetzt wurde. 





Aziditatszuwachs in ecm 





Versuch Art und Menge der Zusatzstoffe Art des 0,05 n KOH nach Std. 
(20ecem Ansatz) Puffers 

Nr. 3 24 
1 (Normalansatz) Citrat 0,02 0,07 
2 “i ||  Acetat — 0,01 0,05 
3 19 mg Cystein Citrat 0,73 1,53 
4 10. ‘ Acetat 0,52 1,18 
5 10 , Blausaure Citrat 0,66 1,35 
6 10 , nm Acetat 0,50 1,29 
7 14,6 mg Ascorbinsaure * Citrat 0,20 0,71 
8 14,6 , st Acetat 0,12 0,54 
9 K,Fe(CN)g (4,6 mg Fe) Citrat 0,18 0,78 
10 i 45 5) '  Acetat 0,10 0,59 
11 FeSO,.7H,0 (4,6 , ,)** Citrat 0,24 0,81 

12 Fa 46° 20) Acetat 0,03 0,02 
* Ascorbinséure in fester Form zugegeben; zum Ausgleich 0,09 cem n NaOH. ** Zum 


Ausgleich 0,015cem n NaOH. 


Aufspaltung des Substrats durch Papain kommt (,,Erweiterung des 
Spezifitatsbereiches‘‘ nach R. Willstdtter). Es war unklar, ob dabei das 
Pepton durch beide Zusatzstoffe die namliche chemische Veranderung 
erfahrt: Ein neuer Befund, wonach das Pepton wohl durch Ascorbin- 
siure + aber nicht mehr durch Ferrosulfat — in Gegenwart von Acetat- 
puffer so umgewandelt wird, daB es von Papain gespalten wird, schien 
auch nicht dafiir zu sprechen. Ferrosalz vermag aber im acetat- 
gepufferten Ansatz wieder ,,aktivierend‘‘ zu wirken, d.h. das Pepton in 
zeitlich verlaufender Reaktion so zu verandern, daB es vom Enzym 
hydrolysiert werden kann; wenn man Citronensaure, weniger gut Apfel- 
siure oder Weinsaiure hinzusetzt. Es ist demnach nicht das Ferroion, 
das Pepton-Witte zur enzymatischen Spaltung ,,herrichtet‘, sondern 
ein ganz bestimmt! komplex gebundenes, zweiwertiges Eisen. (Ta- 
belle XIT.) 

Erinnert man sich an die Ausfiihrungen in Abschnitt IV tiber das 
Verhalten des Begleitstoffes X und des Eisen(II)salzes in Gegenwart 


1 Nicht jeder komplexen Eisen(II)verbindung kommt diese Fahigkeit 
zu; z. B. ist KyFe(CN), ohne Wirkung. 
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Tabelle XII. Verlauf der Spaltung im System [Papain—Puffer 
—Eisen(II1)—Pepton] in Gegenwart verschiedener Carbon- oder 
Oxycarbonsauren. 

Enzym: Gereinigtes Papain (Begleitstoff X frei). 
Substrat: 7%ige Witte-Peptonlésung, auf ungefahr py = 5 eingestellt. 
Puffer: a) Dinatriumcitrat (m/5); b) Acetat (m/5). 

Versuche 3 bis 9: Pepton, Puffer, Eisen (II)salz und Zusatzstoff wurden 
2 Stunden bei 40° vorbehandelt. 





Ver- Aziditatszuwachs in cem 
such Art und Menge der Zusatzstoffe Art des 0,05 n KOH nach Std. 
(20cem Ansatz) Puffers SERSRNSDTRRG MERERECORE EE, 
Nr. 3 24 
1 (Normalansatz) Citrat 0,00 0,04 
2 Acetat 0,01 0,05 
3 46mg Fe +2 ecm m/5 Glykolsaure os 0,08 0,14 
4 46, Fe+2 , m/5 Bernsteinsdiure i 0,09 0,14 
5 46, Fe+2 , m/5 Weinsaure vs 0,16 0,46 
6 46, Fe+2 , m/5 Apfelsaure ‘< 0,18 0,53 
7 46, Fe+2 ., m/5 Citronensaure iY 0,21 0,76 
8 46, Fe+1 , m/5 ‘ R 0,20 0,64 
9 46, Fe+0,5, m/5 % 0,16 0,53 


von Acetat-Citronensaure, -Ascorbinsaure, -Apfelsiure bzw. -Weinsiure 
einerseits, von Acetat oder Veronalacetat-H Cl andererseits, dann fallt die 
Ahnlichkeit, wenn nicht Gleichheit der Erscheinungen auf. Es ist deshalb 
méglich, daB der Begleitstoff X und die Substanz, die in dem komplex 
zusammengesetzten Witte-Pepton durch Ferrosulfat verindert wird, che- 
misch identisch sind oder sich mindestens sehr nahe stehen. Man kénnte 
die verwickelten Aktivierungserscheinungen am einfachsten durch die 
Annahme erklaren, daB der Begleitstoft X und der ,,Peptonstoff* ein 
noch unbekanntes disulfidhaltiges Polypeptid sind, dessen S-S-Gruppe 
vor allem in bezug auf seine Reduktionsfihigkeit von der des Cystins 
und §-S-Glutathions sich merklich unterscheidet!. Wenn dem so ware, 
dann kénnte der durch bestimmt komplex gebundenes, zweiwertiges 
Eisen (K,FeCy, vermag dies nicht!) veranderte ,,Peptonstoff nicht 
mit dem Anteil des Witte-Peptons identisch sein, der von Ascorbinséure 
umgewandelt wird, weil Ascorbinsiure den Begleitstoff X nicht wie das 
komplex gebundene Eisen so verandern kann, daB er als Aktivator bei 
der Proteolyse wirkt. 

VI. Auf Grund unserer Erfahrung, zu der uns erst mancher Irrweg 
gefiihrt hat, werden wir kinftig alle Aktivierungs- und Hemmungs- 
erscheinungen nicht nur an verschiedenen Enzympraparaten und 
Substraten nachpriifen, sondern dabei auch ve rschiedene Puffer benutzen 


' Vgl. dazu £. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934, 
und zwar 8. 150. 











120 E. Maschmann u. E. Helmert: 


Methodisches. 


Von unserem zahlreichen experimentellen Material haben wir nur 
einige charakteristische Versuchsreihen in Form von Tabellen zu- 
sammengestellt. Die an verschiedenen Papainpréiparaten erhobenen 
Befunde wurden, soweit diese gleichsinnig verliefen, nur durch ein 
Beispiel belegt. Da der Ersatz der als Substrat benutzten Gelatine 
(Schweinfurt) durch andere Gelatinesorten an dem qualitativen Verlauf 
der Beobachtungen keine Anderungen bewirkte, fiihren wir vor allem 
die Versuche an, bei denen die sogenannte Gelatine Schweinfurt (Liefe- 
rant: Deutsche Gelatinewerke Schweinfurt) als Substrat gedient hat. 


Enzymprdparate. 1. Papayotinum Merck (1: 350), das in einer friiheren 
Arbeit naiher charakterisiert wurde. Bemerkenswert ist an diesem Praparat, 
daB es einen Begleitstoff —- den wir mit X bezeichneten — in geniigender 
Menge enthalt, der in Verbindung mit Ferrosulfat eine starke Aktivierung 
des Enzyms bewirkt; aber, wie wir jetzt wissen, nur dann, wenn z. B. 
eine Oxy- oder Dioxydicarbonséiure oder Oxytricarbonséiure zugegen ist. 
2. Ein Papainpriparat A, dessen Darstellung aus dem Papain M (1: 350) 
friiher beschrieben wurde!. 3. Ein Papainpriparat B, dessen Gewinnung 
ebenfails angegeben ist'. Papain A und B enthalten keinen Begleitstoff X 
und sind frei von in wasserigem Alkohol léslichen SH- und S-S-Ver- 
bindungen. 


Enzymlésungen. Z. B. wurden von Papain M (1: 350) 2 g, von Papain A 
und B je 1,250 g mit ungefaihr 70 cem doppelt destilliertem Wasser '/, Stunde 
bei 35° digeriert, die Suspension filtriert, Filter und Riickstand mit Wasser 
gewaschen und das Filtrat auf 100 cem aufgefiillt. Wahrend sich Papain A 
und B fast restlos lésen, verbleibt beim Papain M (1: 350) ein merklicher 
Riickstand. Die Lésungen wurden unter Toluol im Kiihlschrank (+ 2°) 
aufbewahrt. Zum 20 ccm Spaltungsversuch benutzten wir 0,80 com Enzym- 
lésung. In dieser Menge waren rund 15 mg feste Substanz beim Papain M 
(1: 350) und 10 mg beim Papain A und B. 


Das Alter der Papainlésung hatte bisher keinen wesentlichen EinfluB 
auf die verschiedenen Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen aus- 
geiibt; wohl aber kénnen, durch Alterungsvorginge in der Enzymlésung 
bedingt, quantitative Unterschiede auftreten. Deshalb pflegen wir auf das 
Alter der benutzten Papainlésung zu achten. 


In diesem Zusammenhang sei auf Beobachtungen hingewiesen, die uns 
des 6fteren beschaftigt haben, ohne daB es bisher gelungen wire, dafiir eine 
Erklarung zu finden. Die enzymatische Wirksamkeit der Papainlésungen 
kann sehr starke, oft taglich auftretende Schwankungen zeigen. Diese 
Schwankungen haben nichts zu tun mit der bekannten, allmahlich erfolgen- 
den Abnahme der Papainwirkung durch Alterungsvorginge. Das Nichst- 
liegendste, Unreinlichkeiten der GefaBe usw. anzunehmen, glauben wir auf 
Grund von Versuchen ausschalten zu kénnen. Diese UnregelmaBigkeiten in 
der enzymatischen Wirksamkeit scheinen nun — soweit unsere Erfahrung 
dazu ausreicht — in acetatgepufferten Versuchen nicht — mindestens nicht 
so haufig und stark wie in citratgepufferten — aufzutreten. 


1 H. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. 
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Substrat. 1. 7%ige Gelatinelésung (Gelatine der Deutschen Gelatine- 
werke Schweinfurt oder Gelatine Golddruck von Schering-Kahlbaum). 
2. 7T%ige Pepton-Witte-Lésung, auf ungefaihr pa = 5 eingestellt. 

Puffer. 1. m/5 Dinatriumcitrat. 2. m/5 Natriumacetat-Essigsaure. 
3. m/7 Veronal-Natriumacetatlésung, die mit n/10 Salzsiure auf das ge- 
wiinschte px eingestellt wurde. Wir muSBten fiir unsere Zwecke die von 
L. Michaelis angegebene Puffermischung etwas abandern. Es wurden 
1 Teil der Veronal-Acetatstammlésung mit 2 Teilen Salzsiure gemischt. 
Davon muB8ten wir 6 ccm fiir den 20 cem Spaltungsansatz benutzen. Da- 
durch wurde eine m/70 Konzentration des Puffers gegeniiber einer m/50 
der beiden anderen Puffer erreicht. Das Zusammengeben von Stamm- 
l6sung und Salzsiure geschah kurz vor dem Versuch, da bei dieser Kon- 
zentration sich allmaéhlich Veronal abzuscheiden beginnt. 

Bei Beginn und am Ende der Versuche wurde das py mittels Indikatoren 
gemessen. Die Wasserstoffionenkonzentration blieb wahrend der Ver- 
suche ziemlich konstant (Schwankungen héchstens -+- 0,1). 

Zusatzstoffe. 1. Cystein-HCl von Th. Schuchardt, Gorlitz. 2. SH- 
Glutathion krist. von F. Hoffmann-La Roche, Basel. 3. Ascorbinséiure von 
E. Merck, Darmstadt. 4. Von der gleichen Firma waren alle benutzten 
Eisenverbindungen (pro analysi). 

Die Begleitstoff-X-Lésung wurde genau so bereitet, wie wir es an 
anderer Stelle! fiir die Begleitstoff-X-Lésung 29 angegeben haben. 

Methode. Bestimmung des Aziditétszuwachses durch titrimetrische 
Ermittlung der freigelegten Carboxylgruppen nach R. Willstdtter und 
E. Waldschmidi-Leitz. Bei den Versuchen mit Acetat bzw. Veronalacetat- 
HCl an Stelle von Citrat mu der gegen Ende der Titration zugefiigte 
Alkohol sehr hei8 sein, da sonst unverdaute Gelatine leicht ausklumpt. 
Durch Zusatz sehr heiBen Alkohols und rasche Endtitration gelingt es 
unschwer, die Klumpenbildung zu vermeiden und eine recht genaue Titration 
durchzufiihren. 

Titrationsprobe 2 ccm; titriert wurde mit 0,05n alkoholischer Kali- 
lauge; Indikator: Thymolphthalein. Die in den Tabellen angegebenen Werte 
sind Mittelwerte zweier Titrationen. 


1 EH. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934, und zwar 
S. 162. 








Die Aktivierung 
von Traubensiure durch optisch aktive Apfelsiure. 
Von 


Alex. Me Kenzie und Edwin Watson Christie. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des University College, Dundee, 
Universitat, St. Andrews.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1935.) 


In einem Versuch, eine Erklarung fiir die Bildung optisch aktiver 
Verbindungen in der Natur zu geben, hat van’t Hoff folgende Méglich- 
keiten ihrer Bildung vorausgesagt: ,,Bei unsymmetrischen Versuchs- 
bedingungen, bei Umwandlungen z. B., die durch die Wirkung des 
rechts- oder links-circularpolarisierten Lichtes stattfinden oder durch 
aktive Verbindungen veranlaBt werden, vielleicht sogar in aktiven 
Lésungsmitteln“ (,,Die Lagerung der Atome im Raume“, 2. Aufl., 
1894, S. 30). Ihre experimentelle Bestaétigung fand die erste dieser 
Voraussagen durch W. Kuhn und Knopf! und durch Stotherd Mitchell?, 
die zweite durch Mc Kenzie*. 


Schon lange ist bekannt, daB die Léslichkeit der beiden enantio- 
morphen Formen in einem optisch inaktiven Solvens dieselbe ist; 
es sind jedoch viele Versuche gemacht worden, die zweite Vorhersage 
van ’t Hoffs — das Lésungsmittel ist optisch aktiv — zu priifen. 


So wurde von T'olloczko4 die Verteilung eines Racemates zwischen zwei 
Lésungsmitteln untersucht, von denen das eine optisch aktiv, das andere 
inaktiv war. Er verteilte Traubensiure zwischen (—)-Amylalkohol und 
Wasser, und racem. Mandelséiure zwischen einer wasserigen Lésung von 
(+)-Fructose und Ather. Immer erwies sich die zuriickgewonnene Saure 
als optisch inaktiv. Zu denselben Resultaten fiihrten die Versuche von 
Goldschmidt und Cooper ® iiber die Léslichkeiten von (+ )- und (—)-Carvoxim 
in (+)-Limonen, und Cooper® zeigte, daB die Léslichkeitskurven von (-+)- 
und (—)-Natrium-ammonium-tartrat in wasseriger (+ )-Glucoselésung sich 
innerhalb der Versuchsfehler gleich verhielten. Zu einem ahnlichen Resultat 
kam Jones? fiir die Léslichkeiten von (+)- und (—)-Campher und ihrer 
Oxime in (+ )-Pinen bzw. unreinem (+ )-Amyl-bromid. Eine erst vor kurzem 
von Hbert und Korttim® ausgefiihrte sorgfaltige Untersuchung bestatigte die 
friiheren Feststellungen, indem sie zeigten, daB die Léslichkeiten von saurem 


' Zeitschr. f. phys. Chem. (B) 7, 292, 1930. —- * J. chem. Soc. 1930, 
S. 1829. — 3 Ebenda 107, 440, 1915; Mc Kenzie u. Walker, ebenda 121, 
349, 1922; Mc Kenzie, Plenderleith u. Walker, ebenda 128, 2875, 1923. — 


4 Zeitschr. f. phys. Chem. 20, 412, 1896. — ® Ebenda 26, 711, 1898. — 
§ Amer. chem. J. 28, 255, 1900. — 7 Proc. Phil. Soc., Cambridge 14, 27, 


1907. — ® B. 64, 342, 1931. 
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(+)-Kalium- und (—)-Kalium-tartrat in (+ )-Mannit-lésung  iiberein- 
stimmen, und da (+ )- und (—)-Camphersulfonsaure dieselbe Léslichkeit in 
benzolischen (+ )- und (—)-Campherlésungen zu haben scheinen. Von den- 
selben Autoren konnten auBerdem keine Unterschiede der relativen Ober- 
flichenspannungen von (+-)- und (—)-camphersulfonsaurem Natrium in 
gesittigten Lésungen verschiedener optisch aktiver Stoffe festgest>llt 
werden. 

Andersartig waren die Versuche, chemische Wirkungen in Gegenwart 
eines optisch aktiven Solvens auszuiiben, in der Hoffnung, daB dieses Vor- 
gehen einen dirigierenden EinfluB haben werde. So reduzierte Boyd! 
Benzoyl-ameisensaiure in optisch aktiven Lésungsmitteln; er erhielt dabei 
aber nur racemische Mandelsiure. Walden* kam bei der Substitution des 
Chlor-atoms der racemischen Chlorbernsteinsiure durch eine Hydroxy!l- 
gruppe bei Gegenwart von (—)-Amylalkohol nur zu einer optisch inaktiven 
Verbindung. Kipping® erhielt racem. Benzoin durch die Einwirkung von 
Kalium-cyanid auf Benzaldehyd in alkoholischer (+ )-Campherlésung, 
wahrend die Reduktion von Brenztraubensaiure in wasseriger (+ )-Glucose- 
lésung optisch inaktive Milchséiure gab. Ferner untersuchten 2. und 
O. Wedekind* die Salzbildung von Allyl-jodid mit N-methyl-benzyl-anilin 
in verschiedenen optisch aktiven Solvenzien, doch wurde in allen Fallen 
das optisch inaktive quaternire Jodid isoliert. 


Angesichts der folgenden Beobachtungen mu aber die Frage 
trotz dieser negativen Befunde noch offen bleiben. 


So wurde eine selektive Wirkung von Porter und Jhrig® fiir die optischen 
Antipoden der m-Azo-/-naphthol-mandelsiure beim Farben von Wolle be- 
schrieben, allerdings bezweifelten Brode und Adams® diese Angabe. Ferner 
sind die Viskositaéten der Lésungen von (+)- und (—)-Campher in einer 
(—)-amylalkoholischen Lésung von Lecithin verschieden und auBerdem 
sind Fille bekannt, wo Enantiomorphe das Quellen von Gelatine ungleich 
beeinflussen und sich auch in ihrem Verhalten bei der Diffusion unter- 
scheiden’?. Analog wie Tolloczko léste Schréer* racemische Mandelsaure in 
(+)-Carvon und Wasser. Bei der fraktionierten Extraktion mit Wasser 
war die Mandelsiure zuerst schwach linksdrehend und schlieBlich rechts- 
drehend. Man kénnte dies auf einen auBerordentlich geringfiigigen Unter- 
schied der Léslichkeiten von (-+- )- und (—)-Mandelsaure unter den Versuchs- 
bedingungen zuriickfiihren, doch betrachtet Schréer seine Versuche nicht 
als biindigen Beweis fiir eine asymmetrische Induktion. 

Mc Kenzie (l. c.) neutralisierte Traubenséure (1 Mol) mit Kalilauge 
und fiigte dann (—)-Apfelsaure (1 Mol) zu. Die anfallenden Kristalle 
waren rechtsdrehend und bestanden aus einer Mischung von saurem 
Kalium-racemat und saurem (-+-)-Kalium-tartrat. Die Vorhersage 
van ’t Hoffs wurde dann experimentell zum ersten Male folgender- 
mafen verwirklicht: Wenn saures Kalium-racemat aus einer wasserigen 
Lésung von (—)-Apfelsdure kristallisierte, wurde dieselbe rechtsdrehende 


1 Inaug.-Diss. Heidelberg 1896. — ? B. 32, 1846, 1899. — * Proce. 
chem. Soc. 16, 226, 1900. — 4 B. 41, 456, 1908. — * J. Amer. chem. Soc. 
45, 1990, 1923. — ® Ebenda 48, 2193, 2202, 1926. — 7 Keeser, Arch. f. 


exper. Path. u. Pharm. 129, 236, 1928. — ® B. 65, 966, 1932. 





124 A. Me Kenzie u. E. W. Christie: 


Mischung wie vorher erhalten. Es wurde festgestellt, daB die optische 
Aktivierung in allen diesen Fallen nicht der Impfung mit einer optisch 
aktiven Substanz zuzuschreiben ist, wie z. B. bei der Spaltung von 
d, 1-Zink-ammoniumn-lactat durch Zugabe einer Spur des optisch aktiven 
Salzes!. Spater wurden andere Beispiele optischer Aktivierung entdeckt. 
Wenn saures Natrium-racemat, saures Rubidium-racemat und saures 
Casiumracemat aus wiasserigen (—)-Apfelsdurelésungen kristallisierten, 
so waren die ausgeschiedenen Kristalle wieder rechtsdrehend; dagegen 
waren, wenn saures Kalium-racemat aus einer wasserigen Lésung von 
(+-)-Apfelsaure ausfiel, die Kristalle linksdrehend. Sie bestanden in 
diesem Falle aus einer Mischung von saurem Racemat und saurem 
(—)-Tartrat ?. 


In dieser Zeitschrift hat Hrlenmeyer® eine Reihe von Arbeiten 
iiber asymmetrische Induktion veréffentlicht, zu denen Mc Kenzie und 
Walker* folgendermaBen Stellung nahmen: ,,those chemists, who 
are prepared to agree with Erlenmeyer in his recent ingenious 
claims, will find in the present paper several admirable examples 
of asymmetric induction“. Dies sollte jedoch nicht heiBen, daB 
Mc Kenzie und Walker die mitgeteilten Resultate tatsichlich einer 
asymmetrischen Induktion zuschrieben, vor allem, da der Mechanis- 
mus dieser Vorginge unbekannt geblieben war. 


Erlenmeyers Vorstellungen von der asymmetrischen Induktion 
hatten damals wenig Anklang unter den Chemikern gefunden, teils 
wegen einer gewissen Unscharfe in der Formulierung®§, teils weil andere 
Autoren viele von Erlenmeyers experimentellen Befunden nicht be- 
statigen konnten. Doch die Idee sollte nicht so ohne weiteres gering 
geschatzt werden. Sei sie nun richtig oder nicht, sie hat uns auf jeden 
Fall in unserem Laboratorium als Arbeitshypothese und als Anregung 


1 Purdie, J. chem. Soc. 63, 1143, 1893. — * Mc Kenzie u. Walker, 
l.c.; Me Kenzie, Plenderleith u. Walker, |. c. — * Literatur siehe im Nach- 
ruf fiir Erlenmeyer, B. 54, Abt. A, 107, 1921. — 4 lc. 8. 353. — 5 Korteim 
(Neuere Forschungen iiber die optische Aktivitét chemischer Molekiile 
1932, S. 94) gibt die folgende Definition der asymmetrischen In- 
duktion: ,,Sie wird definiert als die Wirkung einer Kraft, die von asym- 
metrischen Molekiilen ausgehend die Konfiguration veranderlicher Molekiile 
derart beeinfluBt, daB diese aus einer urspriinglich symmetrischen in eine 
asymmetrische Form iibergehen. Dabei kann man unterscheiden zwischen 
einer zwischenmolekularen und einer innermolekularen asymmetrischen 
Induktion, je nachdem diese Kraft zwischen benachbarten Molekiilen oder 
zwischen einzelnen Atomgruppen desselben Molekiils wirksam sein soll.‘ 
(Vgl. auch Ebert u. Korttim, 1.c.) Das Problem wird auch von P. D. Ritchie 
in seiner Monographie ,,Asymmetric Synthesis and Asymmetric Induction“ 
(St. Andrews University Publication XXXVI, Oxford University Press, 
1933) behandelt. 
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bei unseren Forschungen, vor allem beim Studium der asymmetrischen 
Synthese, wertvolle Dienste erwiesen!. 

Ehe wir unsere Ergebnisse iiber die Aktivierung der Traubensaure 
interpretieren konnten, war es unbedingt notwendig, festzustellen, 
ob die sauren (+-)- und (—)-Kalium-tartrate verschiedene Léslichkeit 
in einer wasserigen Liésung von optisch aktiver Apfelsdure haben. 
Diese Bestimmungen haben wir nun ausgefiihrt. Die im Versuchsteil 
niedergelegten Resultate zeigen, daB unter den angewandten Bedin- 
gungen keine Unterschiede gefunden werden konnten. Die optische 
Aktivierung von Traubenséure durch (+-)- oder (—)-Apfelsiure muB 
daher eine andere Ursache haben. 

Es ist sehr auffallend, da8 durch keine andere Saéure auBer durch 
Apfelsaiure eine optische Aktivierung der Traubensiure bewirkt werden 
konnte. Es wurden nicht weniger als 16 andere optisch aktive Séuren 
geprift, aber niemals waren die durch Zugabe der betreffenden Saure 
zu einer Lésung von Kalium-racemat anfallenden Kristalle optisch 
aktiv; sie bestanden immer aus saurem Racemat. AuBerdem zeigte 
sich, wenn Versuche mit anderen optisch inaktiven Saéuren gemacht 
wurden, da Traubensaure, soweit untersucht, die einzige Saure ist, 
die auf diese Art und Weise aktiviert werden konnte; so aktivierte 
z. B. (—)-Apfelsiiure weder racemische Mandelsiure noch racemische 
Dimethoxy-bernsteinsdure. Ferner waren die Kristalle, die sich aus 
einer wasserigen Lésung von (—)-Mandelsaiure auf Zugabe von saurem 
Kaliumracemate ausschieden, optisch inaktiv, und ganz ebenso waren 
die Ergebnisse, wenn, an Stelle von (—)-Mandelséure, (+-)-Campher- 
siure, (—)-Asparaginsdure, (+-)-/-Oxy-f-phenyl-propionsdure und 
(+-)-Dimethoxy-bernsteinsiure benutzt wurden. Wenn man die 
Vorstellung der asymmetrischen Induktion auf unsere Feststellungen 
anwendet, so wurde dies vor allem bedeuten, daB sie intermolekular 
ist, zum Unterschied von der intramolekularen Induktion, zum Beispiel 
mit (—)-Menthyl-benzoylformiat, bei welcher unter Annahme einer 
asymmetrischen Umgebung die Carbonylgruppe in der «-Stellung zur 
— COOC,,)H,,-Gruppe induziert werden kann; dadurch kénnten ver- 

+ (—) (—) 

schiedene Mengen von C,H,;. 60 . COOC,,H,, und C,H;. CO 
(+ 

; COOCy Hys gebildet werden. Wir neigen nun aus den im folgenden 

gegebenen Griinden der Ansicht zu, da wir es bei der Aktivierung der 

1 Vgl. Mc Kenzie u. Mitchell, diese Zeitschr. 208, 456, 471, 1929; 221, 
1, 1930; 224, 242, 1930; Mc Kenzie u. Ritchie, ebenda 231, 412, 1931; 237, 
1, 1931; 250, 376, 1932; Roger u. Ritchie, ebenda 258, 239, 1932; Roger, 
J. Chem. Soc. 1982, 8S. 2168; Roger u. Gow, ebenda 1934, S. 130; Roger 
u. Mc Gregor, ebenda 1934, S. 1545; Mc Kenzie u. Christie, ebenda 1934, 
S. 1070; Mc Kenzie, Zeitschr. angew. Chem. 45, 59, 1932. 
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Traubenséure mit einer intramolekularen Wirkung zu tun haben (dies 
braucht jedoch nicht eine asymmetrische Induktion einzuschlieBen). 


Bredig u. Balcom' haben gezeigt, daB (+ )- und (—)-Camphocarbonsiure 
mit gleicher Geschwindigkeit in Kohlendioxyd und Campher zerfallen, wenn 
Lésungen in optisch aktivem Limonen erhitzt werden. Andererseits beob- 
achteten Bredig und Fajans* Geschwindigkeitsunterschiede bei der kata- 
lytischen Einwirkung einer optisch aktiven Base, wie Nicotin, wo tatsachlich 
ein chemischer Einflu8 erfolgte. Dagegen fand Fischer, daB bei der In- 
version von Rohrzucker mit (+)-Campherséure die Reaktionsgeschwindig- 
keit dieselbe ist wie mit (—)-Campherséure; sie ist in diesem Falle der 
Wasserstoffionenkonzentration proportional und nicht der Konzentration 
des optisch aktiven Anions. Versuche, um van ’t Hoffs Vorhersage fiir ein 
aktives Solvens zu verwirklichen, werden wahrscheinlich deshalb nur 
erfolgreich sein, wenn das Lésungsmittel tatsaéchlich eine chemische Wir- 
kung ausiibt und nicht einfach indifferent ist*. 


Nun sah sich Mc Kenzie durch die von Pasteur’ gefundene Tat- 
sache, daB saures (+-)-Ammonium-tartrat mit saurem (—)-Ammonium- 
malat ein kristallisiertes Doppelsalz bildet, wahrend die Bildung eines 
solchen Salzes mit saurem (—)-Ammonium-tartrat nicht beobachtet 
werden konnte, veranlaBt, diese Arbeit auszufihren. 

BeeinfluBt von diesen Mitteilungen Pasteurs und den Ergebnissen 
Bredigs erklaren wir jetzt, allerdings mit allem Vorbehalt, die optische 
Aktivierung der Traubenséure durch (—)-Apfelsiure unter den_be- 
schriebenen experimentellen Bedingungen folgendermaBen: 

1. Es sind in der Lésung die drei Verbindungen A, B und C vor- 
handen: 


CH(OH)COOH CH(OH).COOH CH(OH)—COOH 
(+) | (—) | (—) | 
CH(OH)COOK CH,COOK CH(OH)—COOK 
(B) (A) (C) 


2. Es werden dann in der Lésung zwischen (A) und (B), und 
zwischen (A) und (C) chemische Bindungen eingegangen. Diese Kom- 
plexe kénnen theoretisch mit verschiedenen Geschwindigkeiten gebildet 
werden, da sie diastereoisomer sind. Wenn sie jedoch als Ionen rea- 
gierten, dann kénnte kaum ein solcher Unterschied entdeckt werden. 

3. Die Komplexe A B und AC zerfallen in der Lésung ungleich. 
Dabei werden verschiedene Mengen B und C niedergeschlagen, und 
zwar iiberwiegend B; der Komplex A B zerfallt schneller als der A C. 
Die Lésung, aus der sich die Kristalle abgeschieden haben, sollte daher 
linksdrehender werden als die urspriingliche®. 


1 B. 41, 740, 1908. — 2 B. 41, 752, 1908. — * Vgl. P. D. Ritchie, 
l.e. S.79. — 4 Vgl. Timmermans, Rec. Trav. Chim. 51, 585, 1932. — 
5 Experimentell wurde diese Beobachtung nicht mit Kalium-racemat, 
sondern mit Natrium-racemat gemacht. Eine wasserige Lésung von Natrium- 
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Aktivierung von Traubenséure durch optisch aktive Apfelsiure. 127 


In friiheren Veréffentlichungen war die optische Aktivierung 
von Traubensaiure durch (—)-Apfelsdure nicht als eine Spaltung der 
Traubensadure in die optisch aktiven Komponenten dargestellt worden. 
Im Lichte der eben gegebenen Darlegungen sind wir geneigt, diesen 
ProzeB als das erste Beispiel einer teilweisen Spaltung einer optisch 
inaktiven durch eine optisch aktive Sdure zu bezeichnen. Der Begriff 
der asymmetrischen Induktion wiirde in erster Linie die optische Akti- 
vierung normalen Kalium-racemats durch (—)-Apfelsiure in sich 
schlieBen, und dann erst die Bildung von sauren Kalium-tartraten. 
Es gibt keinen Beweis, daB solch eine Aktivierung tatsichlich induziert 
worden war. Wir nehmen deshalb an, daB unsere Ergebnisse nicht einer 
asymmetrischen Induktion zuzuschreiben sind, eine Ansicht, die von 
Ebert und Kortiim geteilt wird. 


Versuche. 
Saures (-++-)-Kalium-tartrat, das wir aus (-+-)-Weinsaure bereiteten, 
wurde viermal aus Wasser umkristallisiert und dann im Vakuum ge- 
trocknet: 


(= 4; c = 0,2192; o2% = + 0,20, [a]? = + 22,89) 


5461 2461 
(—)-Weinsaure, die nach Marckwald! aus Traubensaure dargestellt 
wurde, wurde in das saure (—)-Kalium-tartrat verwandelt, das viermal 
aus Wasser umgelést und im Vakuum getrocknet wurde: 


(l= 4; c = 0,2660; «7% = — 0,249; [a] = — 22,69). 


5461 5461 

Die (—)-Apfelsiure (Kahlbaum) wurde ebenfalls im Vakuum ge- 
trocknet. Durch direktes Abwagen wurde eine Lésung von 1 g (—)-Apfel- 
siure in 100 ccm Wasser bereitet. Die Konzentration wurde durch 
Titration mit Baryt gepriift. Die optische Einheitlichkeit der Saure 
wurde durch eine Bestimmung mit Uranylnitratreagens nach Walden? 
bestatigt. Die Léslichkeitsbestimmungen wurden in einem von Camp- 
bell? beschriebenen Apparat ausgefiihrt. Gepulverte Substanz und 
Lésungsmittel wurden in die untere Flasche gebracht, und der Apparat 
senkrecht an der Rihrvorrichtung des Thermostaten befestigt. Nach 
15 bis 20stiindigem Riihren war vollstandige Sattigung erreicht. Der 
Apparat wurde dann im Thermostaten zum Abfiltrieren vom Ungelésten 


racemat, welcher (—)-Apfelsdure zugefiigt worden war, gab ein tn —0,90° 
(1 = 2). Diese Lésung wurde 4 Tage lang im Polarisationsrohr belassen. 
Es waren dann Kristalle angefallen. Die iiberstehende Fliissigkeit war klar, 
und es konnten leicht polarimetrische Ablesungen ausgefiihrt werden. Die 


Linksdrehung hatte deutlich zugenommen («%, = — 1,37°) (Me Kenzie u. 
Walker, 1. ¢.). 
1 B. 29, 42, 1896. — 2 B. 80, 2889, 1899. — * J. chem. Soc. 1930, 


S. 179. 
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umgekehrt. In den bei 25° ausgefiihrten Versuchen wurden von der 
abfiltrierten Lésung Proben abpipettiert und analysiert. Bekannte 
Volumina der (—)-Apfelsiurelésungen wurden mit n/30 Baryt titriert, 





saures 


(+)-Kalium-tartrat 


in 100cem Lésung 


0,7510 
0,7560 
0.7549 
0,7570 
0,7496 
0,7513 
0,7518 
0,7483 


Durch- 


schnitt: 0,7524 


il 


g saures 


(— )-Kalium-tartrat 


fiir 100cem Lésung 


0,7577 
0,7510 
0,7464 
0,7510 
0,7523 
0,7483 
0,7513 
0,7484 


Durch- 
schnitt: 0,7508 


wahrend in demselben Volumen ge- 
léster Apfelsiure allein eine gleiche 
Bestimmung ausgefiihrt wurde. Aus 
der Differenz ergab sich die zur 
Neutralisation der Weinséure er- 
forderliche Barytmenge; auf diese 
Weise wurde die Léslichkeit der 
sauren ‘Tartrate bestimmt. Im 
folgenden seien die Ergebnisse fiir 
1 %ige (—)-Apfelsdurelésung bei 25° 
wiedergegeben : 

Zur Bestimmung bei héherer 
Temperatur (58,3°) wurde der Appa- 


rat modifiziert, da es sich wegen Abscheidung fester K6érper nicht 
empfahl, die gesdttigte Lésung mit der Pipette abzunehmen. An Stelle 
von Glasflaschen wurden daher 20 cem Jenaer Bechergliser benutzt. 
Nach der Sattigung wurde die filtrierte Lésung gewogen und auf 100 ccm 





g saures 
(+)-Kalium-tartrat 
in 100g Liésung 


1,9142 
1,9037 
1,8879 
1,8919 
1,8920 
1,8985 
1,8983 


Durch- 
schnitt: 1,8981 


Durch- 


saures 


(—)-Kalium-tartrat 
in 100g Lésung 


1,9148 
1,8883 
1,9100 
1,9289 
1,9100 
1,8813 
1,9000 


schnitt: 1,9040 


aufgefiillt. Dann wurde wie oben 
beschrieben verfahren. 

Die Léslichkeit in einer 1 “igen 
(—)-Apfelsiure bei 58,3° ist aus der 
nebenstehenden Tabelle zu ersehen: 


Die Léslichkeiten der enantio- 
morphen sauren Kalium-tartrate in 
einer 1 % igen Lésung von (—)-Apfel- 
sdiure scheinen innerhalb der Ver- 
suchsfehler identisch zu sein. 
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Zur Biochemie des Kartoffelabbaues. II (1). 
Von 
Edgar Pfankueh und Gero Lindau. 


(Aus der mikrobiologisch-chemischen Abteilung der Biologischen Reichs- 
anstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1935.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Kartoffel steht als eine der wichtigsten Kulturpflanzen Deutsch- 
lands mit einem jahrlichen Ernteertrag von etwa 1 Milliarde Mark in der 
Statistik der Ernten mengenmaBig an erster, wertmabig an zweiter 
Stelle. Jede Minderung oder auch nur Unsicherheit oder Schwankung 
der Kartoffelernte ist deshalb von groBer wirtschaftlicher Bedeutung. 


Eine Minderung des Ernteertrages ist aber gerade eine charakteristische 
Folge der unter dem Namen ,,Abbau‘‘ zusammengefaBten Kartoffelkrank- 
heiten, abgesehen von den wenig charakteristischen und wenig konstanten 
sichtbaren Symptomen an der Pflanze. Diese Ertragsminderung als Folge 
der Erkrankung wird dann immer gré8er und auffalliger, wenn, wie meist 
iiblich, die Ernte immer wieder als Saatgut fiir das nachste Jahr verwandt 
wird, wenn also ein Sortenteil wiederholt an ein und demselben Orte ,,nach- 
gebaut** wird. In gewissen Gegenden, in den ,,Abbaulagen“*, kann dann der 
Ertrag so gering werden, da8 der Anbau des alten Saatgutes nicht mehr 
lohnend wird, und da daher dauernd neues Saatgut nachbeschafft werden 
muB aus ,,gesunden‘’ Gegenden. Unter diesen Umstinden ist die Ent- 
stehungsgeschichte eines Knollenmaterials, seine Herkunft, entscheidend 
fiir den ,,Pflanzgutwert“’, fiir seine Fahigkeit, eine qualitativ und quanti- 
tativ hochwertige Nachkommenschaft zu erzeugen; es hat deshalb Sinn, 
von einer ,,kranken* oder ,,gesunden Herkunft‘* zu sprechen. Eine makro- 
und mikroskopisch normale Kartoffelknolle, die unter denselben auBeren 
Verhaltnissen eine wesentlich geringere Ernte gibt als eine andere Knolle 
derselben Sorte, und diese Eigenschaft auch auf ihre Nachkommen iiber- 
tragt, ist ,abbaukrank“, ist eine ,,Abbauknolle™. 

Diese allgemeine Definition des Abbaues umfa8t mehrere Erkrankungs- 
formen: Blattrollkrankheit, Mosaik-, Krausel- und Strichelkrankheit. Die 
Ursache der Erkrankung ist wohl zu suchen in einem Zusammenwirken 
ékologischer Faktoren (Boden, Klima, insbesondere Menge und Verteilung 
der Niederschlage) mit mehreren infektidsen Faktoren: dem Blattrollvirus 
und den Mosaikviren X und Y. Die Gr6éBe dieser Krankheitserreger liegt 
weit unter der der Bakterien, beim Mosaikvirus etwa bei 50 mu. 


Fur die stoffwechselphysiologischen Untersuchungen hat es sich 
als zweckmabig erwiesen, den Begriff ,,Abbau der Kartoffel‘* méglichst 
weit zu fassen, also zunadchst keine Trennung zu machen zwischen den 
infektidsen und den 6kologischen krankheitsbedingenden Faktoren. Es 
hat sich namlich gezeigt, daB bestimmte Teilvorginge des Stoffwechsels 
der Knolle von infektiésen wie von rein chemischen und physikalischen 
,,Reizen‘‘ in genau derselben Weise verindert werden. 


977 


Biochemische Zeitschrift Band 277. 9 





130 E. Pfankuch u. G. Lindau: 


Als eine der konstantesten Begleiterscheinungen des Abbaues er- 
weist sich immer mehr die Veranderung des oxydoreduktiven Stoff- 
wechsels, die als Beschleunigung und Verstérkung reduktiver Umsetzun- 
gen zum Ausdruck kommt. Das zeigt sehr sch6én die bisher einzige 
brauchbare Diagnosenmethode von Wartenberg und Hey (2), die an einer 
Platinelektrode bei kranken Knollen ein tieferes, konstantes Reduktions- 
potential feststellt als bei gesunden. Auf ein tieferes Potential der 
erkrankten Knolle deutet auch der Ausfall einer von Lindau (3) ent- 
wickelten Methode (Entfirbung von Methylenblau unter bestimmten 
Bedingungen). Eine Beschleunigung reduktiver Umsetzungen muB auch 
verantwortlich gemacht werden fiir das Fehlen der melaninéhnlichen 
Farbung bei der Kupferprobe von Bechhold (4). Mit einem tieferen 
teduktionspotential kranker Knollen ursdchlich verkniipfbar sind auch 
zwei anscheinend ganz abseits liegende Feststellungen im Kohlenhydrat- 
stoffwechsel: die veranderte Amylasetatigkeit und erhéhte Dextrin- 
bildung [Ruhland und Wetzel (5), Hartisch (6)|, sowie die Erhéhung des 
Verhaltnisses Rohrzucker : reduzierendem Zucker [Pfankuch (1)]. Dies 
wird aber erst in einer spateren Mitteilung an Hand eines gréBeren 
Versuchsmaterials zu erklairen sein. 

I. Auf Stérungen der Oxydoreduktionen sind auch die zahlreichen 
alteren Angaben (7) tiber erhéhte Oxydaseaktivitat der kranken Knolle 
zu beziehen. Dieser theoretisch und praktisch gleich wichtige Befund — 
theoretisch wichtig, weil ja die Oxydasetatigkeit, die Sauerstoffakti- 
vierung, am Anfang der ganzen Kette der Oxydoreduktionen steht, 
praktisch wichtig, weil bei der groBen praktischen Bedeutung der 
Abbaufrage jede Méglichkeit einer Diagnosemethode ausgenutzt werden 
mute —, dieser Befund erforderte auch namentlich mit Riicksicht auf 
die unzureichenden Methoden der alteren Arbeiten tiber die Oxydase- 
aktivitaét eine Nachpriifung. 

Bestimmt wurde zunachst die Aktivitét der ,,Phenolase‘*, im 
wesentlichen mit der Methode von Wieland und Sutter (8). Obwohl bei 
dieser Methode ein Polyphenol, Hydrochinon, als Sauerstoffakzeptor 
verwandt wird, miBt man doch mit ihr die Wirkung einer Monophenol- 
oxydase, vielleicht der Tyrosinase, da die Wirkung der Polyphenolase 
an ein Polyphenol mit zwei orthostandigen Hydroxylgruppen  ge- 
bunden ist. 

Das Kartoffelmaterial wurde uns in groBziigigster Weise von Herrn 
Wartenberg zur Verfiigung gestellt, der dieses Material auf Grund seiner 
Methode der Potentialbestimmung und auf Grund des Nachbaues (in 
Dahlem) genau kannte. Fiir diese wertvolle Hilfe danken wir auch an 
dieser Stelle noch ganz besonders. 

Jemessen wurde im Schiittelthermostaten bei 25° die Sauerstoff- 


aufnahme eines Gemisches von 3ccem PrefSsaft geschalter zerriebener 
Kartoffeln, 5cem Hydrochinonlésung von 2,2%, 5cem Phosphatpuffer, 
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pu = 5,8. Verwandt wurde PreBsaft nur je einer Knolle. Die méglicher- 
weise entwickelte Kohlensiure wurde mit Kalilauge absorbiert. 

Sorte: Parnassia. Zeit: Oktober. Knollen Nr. I bis VI einer gesunden 
Herkunft entnommen, Nr. VIT bis XIII einer kranken. Von der gesunden 
Herkunft waren nach Wartenberg etwa 75% der Knollen gesund, von der 
kranken Herkunft etwa 90° der Knollen krank. Die in Klammern ge- 
setzten Werte sind interpoliert. 





| bi: Zeit im Mim. i Bb aD... a 75 
Ci ORM ce a so ee ee ee 3,7 
u ! Zeit in Min... . 15 30 45, 60 105 135 
Cl gee ce Sa Ore Tas ae 2,40 3,32 4,4 
Wi | Zeit in Min.. . . 20 40 55 70 3 85 100 
\ CE. ys ahs) REE ee eee (2,17), 2,36 2,75 
IV { Zeit in Min... . 15 30. 45 60 
ieee i | Oe OSs Cae o.oo 2,60 
Vv { Zeit m Min... . 15 45 60 90 130 
{ecm Sirganeig 3.) QR hae ee 2,73 | 3,24 3,88 
VI { Zeit in Min. .; 16 30 65 aS 90 110 140 
| ee sg ls, ee: ER eae (3,30), 3,77 4,18 4,70 
va { Zeit in Min... . 15 38045 ri 
am 2. ee Ee ee (8,5) 
vin ! Zeit in Min... . 15 SO. 6 45——tsC«OD . 
Ri gomee sco ee. ORB Be Bae £0 4,78 
x | Zeit in Min... . 20° 40 55 70 85 100 
iii em ...... 0,76 1,68 242 3,00 (3,15); 3,44 390 
x | fet m Mm... 6 30 46 60 
eS meme ESR Se OR i Bo ae 4,78 
xr | Zeit in Min... . 15 35 50 70 90 135 
li cm ...... 1,76 3,88 59 609 | (6,83); 7,06 8,65 
xm | Zeit in Min... . 15 30 65 90 100 140 
Vi; Rem. cc ey . Oe Bae ae (4,99) 5,47 6,14 7,10 
: Zeit in Min.. . . 50 100 
XH {|| oom 46 (5,55) 6,5 


Mittelwerte fiir 75 Minuten: Nr. 1 bis VI 2,8 cem, Nr. VII bis XIII 5,4 ccm. 


Hier ist also ganz eindeutig die Phenolaseaktivitat der kranken 
Knollen héher als die der gesunden. Man braucht sich hierzu nicht 
einmal an die Mittelwerte zu halten, bei den Einzelwerten findet sich 
nur eine einzige Uberschneidung zwischen den niedrigen gesunden und 
den hohen kranken Werten bei der Knolle Nr. 1X mit einem niedrigen 
in das gesunde Gebiet fallenden Wert. Die Entfarbungsmethode von 
Lindau, die zum Vergleich mit herangezogen wurde, gab hier aber 
ebenfalls den Wert einer gesunden Knolle. Das ist nicht besonders 
auffallend, da die kranke Herkunft schétzungsweise nur zu 90% aus 
erkrankten Knollen bestand. 

Hatten also somit die alteren Angaben tiber erhéhte Oxydase- 
aktivitaét kranker Knollen ihre Bestatigung gefunden, so war weiterhin 
nachzupriifen, ob hier wirklich ein wesentliches und vor allem ein 
konstantes Merkmal der Abbauknolle vorlag. In diesem Falle miiBten 


g* 





132 E. Pfankuch u. G. Lindau: 


sich urséchliche Zusammenhange konstruieren lassen mit den anderen 
auf Stérungen der Oxydoreduktionen aufgebauten Diagnosemethoden, 
die eingangs erwahnt worden sind; Zusammenhange, die vielleicht 
Hinweise auf die Krankheitsursachen haitten geben kénnen. 

Zur Priifung auf die Konstanz der Oxydasewerte wurden obige 
Messungen nach etwa 3 Monaten wiederholt, mit derselben Methodik 
und demselben Kartoffelmaterial. 


Sorte: Parnassia. Zeit: Dezember—Januar. Knollen Nr. I bis VI 
gesund, Nr. VII bis XII krank. 





I { Zeit in Min... .°s 6 75 105 
\ Cd ke Sa (6,24) 7,47 
eof Zeit in Min... . . 60 100 
| OBER Ke es ee (4,30) 5,2 
wm Zeit in Min... .. 385 85 110 
| CMe 3 ss Oe ee (3,47) 3,85 5,24 
iv Zeit in Min.-. .. 35 85 110 
| MMS Sess eee (5,0) 5,51 6,57 
y ||| Zeitin Min... . 40 70 100 
| ONE ks ke 6 ee (2,8) 8,4 
yy {, Zeit in Min... . 60 80 =100 
| Pa: Cn eae (1,3) 14 20 
vir | Zeit in Min... . . 60 105 
| CR ey Se i (4,8) 6,11 
vin! Zeit in Min... . . 60 100 
| OM hy 6 cast Sen eee (5,7) 6,6 
Ix | Zev in Min. 60 100 
| Ce eave. See (2,86) 3,8 
eg Zeit in Min... . ... 60 100 
. | a A MEE (2,35) 8,1 
XI | 2ek in Mm. . ..» 20. 100 
: Temenos ae (2,4) 3,0 
XII’ | Tait tn Who, 80 =: 100 
: | ecm ne 5,2 (6,6) » i I 


Mittelwerte fiir 75 Minuten: Nr. I bis VI 3,8 cem, Nr. VII bis XII 4,1 cem. 


Unterschiede in der Oxydaseaktivitaét sind eindeutig nicht vor- 
handen. Die kurze Lagerung von 3 Monaten, wahrend der ,, Winterruhe’, 
hat geniigt, um alle Unterschiede zu verwischen. 

Die Erfahrungen mit der Sorte Parnassia sind hier ausfiihrlich wieder- 
gegeben, weil diese Sorte sich noch als die geeignetste erwiesen hat. 
Sie zeigte an und fiir sich schon einen hohen Oxydasegehalt, und man 
braucht nur anzunehmen, daB dieser héhere Oxydasegehalt auch einer 
gréBeren Anteilnahme der Oxydase am Stoffwechsel entspricht, um 
einzusehen, daB Stérungen dieses Stoffwechsels sich umgekehrt auch in 
gréBeren Verdnderungen der Oxydaseaktivitét auswirken werden als 
bei anderen Sorten. Ahnlich lag der Fall bei der Sorte Magdeburger 
Blaue ; auch hier ein relativ bedeutender Oxydasegehalt und anfangliche 
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gute Unterschiede zwischen gesunder und kranker Herkunft und im 
Verlauf der Lagerung eine Angleichung der Oxydasewerte und weitere 
Verminderung bei weiterer Lagerung. Dagegen fand sich bei der Sorte 
Industrie schon im Oktober ein geringer Oxydasegehalt und dement- 
sprechend keine Differenz zwischen gesunden und kranken Knollen. 
Ahnlich verhielten sich die Sorten Erstling, Dir. Johcnnsen, Oden- 
wilder Blaue. Anfanglich vielleicht vorhandene geringe Unterschiede 
verwischten sich jedenfalls in 2 bis 3 Monaten vollkommen, ja man 
konnte den Eindruck gewinnen, daB nach langer Lagerung die gesunden 
Knollen einen héheren Oxydasegehalt besaBen als die kranken. Doch 
ist das hierfiir verwertbare Versuchsmaterial zu klein, um mehr als 
Vermutungen zu gestatten; seine VergréBerung ist tiberdies nicht 
mehr _ beabsichtigt. 

In sehr griindlichen Untersuchungen hatte Bunzel (9) bei der zum 
Komplex Abbau gehérenden Krauselkrankheit (,,curly-dwarf potatoes*‘) 
eine Erhéhung der Oxydaseaktivitat festgestellt. Vor kurzem erst aber 
hatten Ruhland und Wetzel (10) darauf hingewiesen, bisher allerdings 
ohne experimentelle Belege, da dies wohl bei der Blattrollkrankheit 
der Fall sei, nicht aber bei der Mosaik- und Krauselkrankheit, bei der 
vielmehr in kranken Knollen eine geringere Oxydationswirkung fest- 
zustellen sei als in gesunden. 

Bei so widersprechenden Ansichten ist die Feststellung wichtig, 
daB unsere kranken Herkiinfte bzw. die kranken Knollen dieser Her- 
kiinfte, wohl ausnahmslos blattrollkrank waren und das Blattrollvirus 
enthielten, und daB auBerdem noch in einem mabigen Prozentsatz 
Viren der Mosaikgruppe vorhanden gewesen sein mochten. Die gesunden 
Herkiinfte bzw. Knollen waren wohl blattrollfrei, wahrend auch hier 
vereinzelte schwache Infektionen mit den Viren X und Y vorhanden 
waren. Uber die Beziehungen zwischen Blattrollvirus, Knollenpotential 
und der Dahlemer Abbaulage siehe die eben erschienene Mitteilung von 
Kohler (16). Wenn wir also hier bei Blattrollkrankheit keine konstante 
und sichere Erhéhung der Oxydasewirkung fanden und anderseits 
Ruhland und Wetzel ihrerseits die Ergebnisse Bunzels bei Krausel- 
krankheit nicht bestatigen kénnen, so bleibt woh] nichts anderes iibrig, 
als eine Verainderung oder Nichtveranderung der Oxydasewirkung nicht 
einer bestimmten Erkrankungsform zuzuschreiben, sondern vielleicht 
sortenspezifischen oder anderen unbekannten Faktoren; ein solcher 
dirfte z. B. das Alter und die Lagerungszeit der Knolle sein. Damit 
verlieren aber die Oxydasen ihre Bedeutung fiir die Abbauunter- 
suchungen. 

Bei dieser Gelegenheit méchten wir eine abschweifende Bemerkung 
nicht unterdriicken: die Problemstellung bei den Arbeiten tiber den 
Abbau der Kartoffel, gleichgiltig von welcher Richtung aus sie be- 
gonnen werden, darf nicht mehr heiBen : infektiés oder ékologisch bedingt, 
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sondern nur noch: welchen Anteil am Gesamtphinomen Abbau — d. h. 
an der Ertragsminderung und Verminderung von KnollengréBe und 
-zahl bei wiederholtem Nachbau —, welchen Anteil haben hieran die 
infektidsen und welchen die 6kologischen Faktoren. Schon Vermutungen 
iiber die gegenseitige Abhaingigkeit der beiden Faktoren bediirfen erst 
sehr eingehender experimenteller Erfahrungen. 

II. Im Anschlu8 an diesen Oxydasekomplex ist nach Beziehungen 
der Schwermetalle zum Abbau gesucht worden, allerdings vdllig er- 
folglos [Marx und Merkenschlager (11), Bechhold, Gerlach und Erbe (12)]. 





Zusitze 
sis 4 — Ee 
“| Meation | Menge ( 
| Zeit in Min.. . 60 100 
I — — | _ }eem .... . 2,06 3,96 
HCN m/65000 5 | 1,46 2,36 
| Zeit in Min.. . 30 85 180 
a cine Ee sal ‘Pew... 7. ae eae 
HCN | m/650000 0,5 0,5 1,84 261 
| Zeit in Min. . 90 
Il -- - —- een. oi siunscke es 
MoaSO, = m/160000 4,4 Mn 1,64 
| Zeit in Min.. . 35 90 125 
IV - a -- OC kk eee ee 
MnSO, | m/1,5 Mill. 0,4 Mn 0,40 1,05 1,31 
Zeit in Min.. . 49 75 95 140 
V -~ — os feem .....41,48 245 301 898 
Fe,(SO,4)g3  m/160000 4,5 Fe | 1,22 2,26 2,99 38,76 
| Zeitin Min.. . 60 100 130 
VI, -+ — -- -- om oor BE Oe: £50 
CuSO, = m/160000, 5 Cu 1,47 2,07 2,89 
Zeit in Min.. . 45 75 185 235 
Vil _ | -- a leom . ... . «= 287. 8,52. .6,08 6,50 
CuSO, | m/10 Mill. 0,05 Cu 176 2.76 414 5.45 
| } Zeit in Min.. . 60 120 
Vill — -—- _ ee Ree os a 
CuSO, § m/160000 5Cu | 0,98 1,66 
Zeit in Min.. . 30 85 135 
IX | — 


| 
- oo —_ | nn Se ee Ee Lee 
CuSO, m/1600 500 Cu || 0,12 0,43 0,92 


Sorten: Nr. I bis VII Parnassia, Nr. VIIT bis IX Erstling. 


Die von uns benutzte Oxydasebestimmungsmethode bot eine Gelegenheit 
zur Feststellung, ob eine solche Schwermetallionenkatalyse itiberhaupt 
méglich ist; die von Wieland beobachtete leichte Hemmbarkeit der 
Kartoffeloxydase durch Blauséiure sprach jedenfalls nicht dagegen. 
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Leider sind die Wielandschen Versuche mit einem durch Fallung ge- 
wonnenen Enzympraparat durchgefiihrt worden, sie muBten also 
zunéchst mit dem unverdnderten Fermentgemisch des PreBsaftes 
wiederholt werden. Im vorstehenden ist von jeder Sorte nur ein 
tvpischer Versuch herausgegriffen. 

Sowohl Blauséure wie auch Mangan-, Eisen- und Kupferionen 
wirkten also hemmend, wobei oft die Hemmung wahrend eines linger 
dauernden Versuchs scheinbar schwacher wird, eine Erscheinung, die 
auch schon von Wieland beobachtet worden war. Eine gegenseitige 
Hemmung von Ferment und selbst aktivem Metallsalz, so daB ein 
geringerer Umsatz erzielt wird als mit Salz oder Ferment allein, ist im 
Falle der Katalase auch schon beobachtet worden (inverse Wirkung von 
Santesson (13)]. Von einer Schwermetallionenkatalyse derart, daB sie 
die Ursache der erhéhten Oxydasewirkung kranker Knollen ware, kann 
jedenfalls keine Rede sein. 

III. Die hemmende Wirkung der Blausaure ist tiberraschend groB: 
sie ist an dem Fermentgemisch des unbehandelten PreBsaftes etwa 
10- bis 100mal] gréBer als an dem Fermentpraparat von Wieland und 
Sutter. So naheliegend es ware, aus dieser starken Cyanhemmung auf 
eine Oxydase mit Haimincharakter zu schlieBen (Cytochromoxydase 2), 
also mit komplex gebundenem Eisen, so méchten wir doch vorlaufig 
dieser Deutung eine andere gleichberechtigt zur Seite stellen: die Blau- 
siurehemmung trifft im wesentlichen nur die sicher vorhandene Katalase 
und Peroxydase; deren Hemmung fiihrt zu einer Anreicherung an- 
organischer und organischer Peroxydase, und diese erst zerstéren die 
bekanntlich sehr sauerstoffempfindliche Oxydase. 

Diese Deutung schien uns auch gestiitzt durch die Veranderung und 
Verschlechterung der Kurvenform der Sauerstoffaufnahme nach langerer 
Lagerung der Kartoffelknollen. Die Sauerstoffaufnahme beginnt dann 
normal und lebhaft, wird aber schnell geringer und hért schlieBlich mehr 
oder minder vollstandig auf; besonders deutlich ist dies, wenn an Stelle 
des Hydrochinons Brenzcatechin verwandt wird (Abb. 1). Auch diese 
Erscheinung fiihrten wir zuriick auf eine Hemmung oder Zerstérung des 
Ferments durch die gebildeten Oxydationsprodukte, die wenigstens zum 
Teil Chinhydron- oder Chinoncharakter haben miissen. 

Es bestand also die Aufgabe, mit Hilfe einer reduzierenden Substanz 
die Anhaufung derartiger Oxydationsprodukte zu verhindern und dadurch 
die Reaktion unter einem dauernd niedrigen Oxydationspotential ab- 
laufen zu lassen. Als reduzierende Substanz verwandten wir zunachst 
in méglichster Annaherung an die natiirlichen Verhaltnisse die Ascorbin- 
siure. Den Erfolg zeigt Abb. 2. Die beiden Kurven wurden gleichzeitig 
mit demselben PreBsaft im selben Schiittelthermostaten aufgenommen. 
Die starke Hemmung der Sauerstoffaufnahme im Hydrochinonversuch 
ist deutlich zu sehen, ebenso die auBerordentliche Steigerung der Sauer- 
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stoffaufnahme durch den Ascorbinséure-zusatz. Letztere wird unter 
diesen Versuchsbedingungen, die ja ganz andere sind als die in der 
lebenden Zelle herrschenden, irreversibel und sehr weitgehend oxydiert, 
in dem hier wiedergegebenen Versuch ist bereits etwa das Doppelte 
derjenigen Sauerstoffmenge absorbiert, die sich fiir die reversible 
Oxydation zur Dehydroascorbinsiure errechnen wiirde (22,5 statt 
10,8 ccm), ohne daB damit schon das Ende der Sauerstoffabsorption 
gegeben war. 


























7 
7 
& s&s 
4 
Yr. | 
| 
Minuten Minuten 
Abb. 1. Abb. 2. 
I: PreBsaft + Hydrochinon I: PreBsaft + Hydrochinon 
Il: PreBsaft + Brenzcatechin. Il: PreBsaft + Hydrochinon 


+ Ascorbinsiure (165 mg). 


Fiir weitere derartige Versuche wurde uns die Verwendung von 
Vitamin C doch zu kostspielig. Wir fanden einen Ersatz in der Glucose- 
saccharosonsaure von Ohle, fiir deren Uberlassung wir Herrn Ohle auch 
an dieser Stelle noch besonders danken méchten. Erst im Laufe unserer 
Untersuchungen erschienen die Arbeiten, die diese Saiure als das Stereo- 
isomere der Ascorbinséure sicherstellten. Wir bevorzugen die kiirzere 
Bezeichnung IsovitaminC®. Von den mit diesem Reduktionsmittel 
durchgefiihrten Versuchen sei nur folgender wiedergegeben. 

S = KartoffelpreBsaft ; H = Hydrochinonlésung, 2,2%; P = Phosphat- 
paffer, py = 5,8; PC = derselbe, enthaltend 3,3% Isovitamin C (Na-Salz); 
Gesamtvolumen immer 13 ccm. Fiir die Versuche 163 und 166 wurde der- 


selbe PreBsaft verwendet. Interpolierte Werte in Klammern. Bestimmung 
der Sauerstoffaufnahme im Schiittelthermostaten bei 25°. 





Ver- || 

such | Versuchsansatz 

Nr. | or 

Zeit in Min. . 35 65 | 100 160 

162 | 5cem PC+8ceem H,O Cm. aes. 0,05 (0,3)| 0,6 1,8 
i ZeitinMin.. . 25 50 75 120 

167 || 5 , PC+5 , H+8ccm H,O, cem.... . 1,0 1,97 \(2,5); 2,8 3,9 
i Zeitin Min. . . 35 | 100 160 

163 | 3 , S +5 , PC+5 , H,0O/ com . ‘ 1,43 (1,7) 21 2,6 


ZeitinMin.. . 10 25 
1660/8 , 8 +5 , H+5 , P en ees OBA! Bs 
166b/ 8 , S +5 , H+5 , PC jicom.... . 3,1 5,96 11,0 
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Als wichtigstes Ergebnis dieses Versuchs ist festzustellen: die in 
Abb. 2 gezeigte grobe Steigerung der Sauerstoffaufnahme kommt nur 
dann zustande, wenn drei Komponenten gleichzeitig vorhanden sind: 
Ferment, Hydrochinon und Isovitamin C. Die Summe der von den 
Einzelkomponenten je Zeiteinheit verbrauchten Sauerstoffmengen 
erreicht auch nicht annahernd den Sauerstoffverbrauch des vollstandigen 
Systems. Wie schon oben bemerkt, deuten wir diese Erscheinung als eine 
Aufhebung der Hemmung des Ferments durch Beseitigung der hemmenden 
Oxydationsprodukte des Sauerstoffakzeptors Hydrochinon.  Sollte 
iibrigens bei der Oxydation des Hydrochinons zu Chinon Wasserstoff- 
superoxyd in solchen Mengen entstehen, daB die Wirkung der Katalase 
zu seiner Zersetzung nicht ausreicht, so wiirde der Zusatz von Vitamin 
oder Isovitamin C auch dieses Oxydationsprodukt mit Hilfe der im 
PreBsaft vorhandenen Peroxydase beseitigen, nach der bereits von 
Szent-Gyorgyt (14) untersuchten Reaktion: 


H,O, - Peroxydase -» Phenol > Ascorbinsaure. 


Auch bei dieser, den Transport des Sauerstoffs darstellenden Reaktions- 
kette ist der schnelle Ablauf der Reaktion gebunden an die gleichzeitige 
Anwesenheit aller Komponenten. 


Mit dieser Aufhebung der Hemmung der Oxydase glauben wir den 
natirlichen Wirkungsbedingungen der Fermenttatigkeit sehr nahe ge- 
kommen zu sein. Der Einwand, daB in den pflanzlichen Zellen die Ascor- 
binsaure stets in der reduzierten Form angetroffen wird und anscheinend 
also nicht als Sauerstoffakzeptor dient, behalt nur solange Geltung, als 
man die Kinetik der Reaktionen nicht beriicksichtigt. Es ist sehr wohl 
moéglich, daB in der Reaktionsfolge 


O, + Oxydase - Phenol - Ascorbinséure -> System X 


die letzte Reaktion, die Ubertragung des Sauerstoffs von der Dehydro- 
ascorbinséure auf ein System von noch tieferem Redoxpotential, also 
die Riickreduktion zu Ascorbinsaéure, schneller verléuft als die voran- 
gehenden Reaktionen. Da8 eine solche Riickreduktion in pflanzlichen 
Geweben und Gewebssaften tatsachlich verlauft und dab sie enzymati- 
scher Natur ist, wurde bereits mitgeteilt | Pfankuch (15)]. Das System X 
ist dabei mit gréBter Wahrscheinlichkeit ein Sulfhydrylsystem, das 
seinerseits wieder durch die Oxydoreduktion der Zuckerphosphorsaure- 
ester und ihrer Spaltprodukte gesteuert wird. 


Zusammenfassung. 


Als wesentlichste Stoffwechselstérung abbaukranker Kartoffel- 
knollen wird die Verainderung und Beschleunigung der Oxydoreduktionen 
angesehen. 
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Die Sauerstoffaktivierung ist in PreBsaften kranker Knollen gegen- 
iiber PreBsaften gesunder Knollen nicht wesentlich und nicht konstant 
verandert. Die Phenolaseaktivitét kranker Knollen kann zunachst héher 
sein als die gesunder. Nach einiger Zeit verschwinden aber selbst diese 
Unterschiede. Zur Bestimmung der Phenolaseaktivitét wird eine ge- 
pufferte Lésung von Hydrochinon + Isovitamin C empfohlen. 

Kine Stérung des aeroben Teiles der Oxydoreduktionen, der Sauer- 
stoffaktivierung, kann fiir die Veranderung der Oxydoreduktionen in 
der abbaukranken Knolle nicht verantwortlich gemacht werden. 
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Der Einflu8 verschiedener Arsenverbindungen auf Papain’. 
Von 
Ernst Masehmann. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses, 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 18. Februar 1935.) 


Nach Th. Bersin® soll Papain von  p-Aminophenylarsinoxyd 
aktiviert, von p-Aminophenylarsinsaure merklich, von der entsprechenden 
acetylierten Arsinsiure sehr stark reversibel inaktiviert werden. Der 
gleiche Autor berichtete spater® noch iber die Aktivierung des Papains 
durch ,,Solusalvarsan‘‘, ohne aber diese Angabe bisher experimentell 
belegt zu haben. 

Wir hatten an sich keine Veranlassung gehabt, diese Resultate auf 
ihre Richtigkeit hin zu priifen. Da sie aber Bersin zu weitgehenden 
Spekulationen iiber den Wirkungsmechanismus arsenhaltiger Chemo- 
therapeutica geniigten, fiihlten wir uns zu einer solchen Nachpriifung 
verpflichtet. 

Unsere Bemiihungen, die von Bersin gemachten Angaben zu 
reproduzieren, waren ergebnislos. Um uns einen Uberblick iiber den 
Kinflu8 von Arsenverbindungen auf die Proteolyse zu verschaffen, 
wurde daraufhin der EinfluB8 von acht drei- und sieben fiinfwertigen 
Arsenverbindungen, darunter die therapeutisch wertvollsten, auf die 
Hydrolyse im System (Papain—Gelatine) untersucht. 

Bei den Versuchen wurden das Enzympraparat und das Substrat 
gewechselt und der Spaltungsverlauf — auf Grund unserer letzhin 
gemachten Erfahrung 4 — sowohl in citrat- als auch in acetatgepufferten 
Versuchen verfolgt. Die Enzympraparate und verschiedene Gelatine- 
sorten hatten keinen wesentlichen EinfluB auf das Versuchsergebnis. 
Dagegen fanden wir die Wirkungsweise eines Arsenobenzolderivats 
(Arsenophenylglycin) von den Salzen der Puffermischung weitgehend ab- 
hangig: In Gegenwart von Citratpuffer wirkt nimlich Arsenophenyl- 
glycin hemmend, in Gegenwart von Acetatputfer deutlich aktivierend. 

Die benutzten Arsenverbindungen kamen in gréBter Reinheit zur 
Anwendung *®. Es wurde besonders darauf geachtet, daB die aus Arsin- 


1 13. Mitteilung iiber intracellulare Proteinasen; 12. Mitteilung: diese 


Zeitschr. 277, 97, 1935. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 177, 1933. 
3 Ref. in Zeitschr. f. angew. Chem. 47, 722, 1934. 1 BE. Maschmann u. 
E. Helmert, diese Zeitschr. 277, 97, 1935. — 5 Herrn Dr. W. Herrmann, 


Leiter der Salvarsan-Abteilung des Werkes Héchst der I. G., der uns in 
liebenswiirdiger Weise Arsenverbindungen zur Verfiigung gestellt hat, 
danken wir aufrichtig fiir seine Unterstiitzung. 





140 E. Maschmann: 


siuren durch Reduktion dargestellten Arsinoxyde und Arsenoverbin- 
dungen frei von dem Reduktionsmittel waren. 

KinfluB von fiinfwertigen Arsenverbindungen auf die Papainwirkung. 
Arsensaure, 4-Oxy-, 4-Amino-, 4-Acetylamino-, 4-Glycinamid (‘Trypais- 
amid)-, 3-Amino-4-oxy- und 3-Acetylamino-4-oxy-phenyl-l-arsinsaiure 
(Spirocid oder Stovarsol) iibten in einer Konzentration von m,2000 bis 
m/250 keinen nennenswerten EKinfluB auf die Papainwirkung aus. Eine 
deutliche Hemmung der Gelatinespaltung durch Arsinsiuren konnte 
in keinem Falle wahrgenommen werden (Tabelle I). Die Gelatine- 


Tabelle I. Verlauf der Gelatinehydrolyse in Gegenwart acylierter 
Amino-Arylarsinsauren. 
Enzym: Ein aus Papain M (1: 350) bereitetes, gereinigtes Praparat A. 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 








Puffer: m/5 Dinatriumcitrat (pq = 5). 
anc . Aziditutszuwachs in cem 
- Art und Menge der Zusatzstoffe 0,05 n KOH nach Std. 
int (20 cem Ansatz) 
Nr. 2 24 
1 COMA |S Sages Set eees FRIES 0,70 1,93 
2 m/1000 arsenige Siure .......2... 0,74 1,90 
3 m/500 . 5 SAE yet a 0,72 1,95 
4 m/1000 4-Amino-phenylarsinsiure. . ... . 0,72 1,95 
5 m/500 P pigs Ru iiege 83 0,77 1,93 
6 m/1000 4-Acetylamino-phenylarsinsaure . . . 0,64 1,83 
7 m/500 . picts oS 0,63 1,87 
8 m/1000 4-Glycinamid-phenylarsinsaure .. . 0,65 1,82 
9 m/500 ‘ Baie 0,63 1,81 
10 m/1000 3-Amino-4-oxy-phenylarsinséure . . . 0,65 1,82 
11 m/500 * hee ee 0,65 1,87 
12 ‘* m/1000 3-Acetylamino-4-oxy-phenylarsinsaure 0,63 1,85 
13 m/500 0,64 1,85 


hydrolyse zeigt vielmehr in Gegenwart gréBerer Mengen gewisser Arsin- 
siuren eine ganz geringe Steigerung, die sehr wahrscheinlich durch 
reine ,,Salzwirkung’ zustande kommt (Tabelle II). Von den fiinf- 
wertigen Arsenverbindungen soll bekanntlich Tryparsamid (von 
M. Heidelberger und W. A. Jacobs dargestellt) bei der Bekampfung der 
Schlafkrankheit gute Dienste leisten, waihrend Spirocid, auch Stovarsol 
genannt, sich bei peroraler Applikation gegen syphilitische Erscheinungen 
sehr wirksam erwiesen hat!. 

EinfluB von dreiwertigen Arsenverbindungen auf die Papainwirkung. 
Von dreiwertigen Arsenverbindungen fanden wir arsenige Saure (deren 


1 Vgl. C. Levaditi u. A. Navarro-Martin, Ann. |’Inst. Past. 36, 46, 729, 
1922. 
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Tabelle II. Einflu®B von Arylarsinoxyden und der entsprechenden 
Arsinsaéuren auf die Proteolyse. 
Enzym: Papain Merck (1: 350). 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 





Puffer: |Dinatriumcitrat (m/5). 
Ver. _Aziditiétszuwachs 
Pen 8 Art und Menge der Sesstaate@e / mecnaeh Std. H 
Nr. t 3 22 
1 | (Normalansatz) . . Pe PIS. (os. 6. nae eee eet a 
2 m/1000 4-Oxy-phenylarsinoxyd (368mg)... . 041 0,71 = 1,58 
3 || m/500 . CEOs ) x. 0 ie et Ot OReeT age 
4 m/250 i (16-72... ) oso ae Gree) 206 
5 | m/1000 4-Amino-phenylarsinoxyd (438mg)... 0,38 | 0,63 1,40 
6 | m/590 ‘s (8,76 , ). . . || 0,36 | 0,64 | 1,38 
7 | m/250 > (17,52 , ). . . || 0,89) 0,62 | 1,86 
8 m/1000 3-Amino-4-oxy-phenylarsinoxyd (3,98mg) | 0,41 | 0,69 = 1,30 
9 m/500 n (7,96 , ) | 0,88 | 0,60 1,21 
10 | m/250 a (15,92 , ) 0,40) 0,54 1,18 
11 | m/1000 4-Oxy-phenylarsinsiure (4,36mg).... | 046 0,76 = 1,68 
12 | m/500 ia G7, )...-.} Git | O77 | 278 
13 | m/250 * (17,44, )... . 0,50; 0,80 | 1,78 
14 | m/1000 4-Amino-phenylarsinsaure (434mg)... 048 0,77 1,70 
15 | m/500 ‘ (8,68 , ). .. 1 0,49; 0,79 | 1,69 
16 | m/250 * (17.36 , ). . . ff 0,61 | 0,84 | 1,76 
17 | m/1000 3-Amino-4-oxy-phenylarsinsaure (4,66mg) | 0,42 0,73 1,62 
18 m/500 ee (9,32 , ) | 0,46 | 0,78 1,68 
19 m/250 ef (18,64 , ) | 0,52 0,82 > 1,71 


KinfluB auf die Proteolyse schon in anderem Zusammenhang gepriift 
wurde!), 4-Oxyphenylarsinoxyd, Benzazon Natrium? (Konstitution 1) 
und das sogenannte Solusalvarsan (Konstitution II) in einer Kon- 
zentration von m/4000 bis m/250 bzw. m/500 ohne besondere Wirkung 
auf Papain bzw. die Spaltung. 

As As 


Jn PS a. 
( \ONa ( )ONa 


| | 


CH-N.NH.CO.NH, CH=N.NH.CONH, 


1. 
As As 
/ yi 4 \NH.CH,COONa 
| 
\ INHOCCH, \ 
OH NH.COCHS 
II. 
! HE. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. — * Eine 


von A. Albert dargestellte kristallinische Arsenoverbindung. 
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Tabelle LI]. EinfluB von Solusalvarsan und Benzazon aut die 
Proteolyse in Gegenwart von Citrat- oder Acetatpuffer. 


Enzym: 1,25 %ige Lésung von gereinigtem Papain B, Lésung 21 Tage 
alt. 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 


Zusatzstoffe: 1. 0,2444 g¢ Solusalvarsan (Op. Nr. 106) in 20cem Wasser; 
pu = 5. 2. 0,2200g Benzazon Na (Op. Nr. 44) in 20 cem 
Wasser; Pu 5. 





Azidititszuwachs in eem 


be Peg tambien. il Art und Menge 0,05 n KOH nach Std. 
Nr (20cem Ansatz) des Putters woes prs A eae 
1 (Normalansatz) 2eccem Citrat 0,90 1,27 2,30 
2 0,25 cem Solusalvarsan Pie a 0,87 1,20 2,24 
3 0,50 , * 2 0,80 1,22 2,33 
4 LOU o ae “ 0,81 1,19 2,26 
5 0,25 .  Benzazon Bin * 0,85 1,21 2,22 
6 0,50 , . 2.0%, v: 0,86 1,22 2,24 
7 1,0) - fe 0,86 1,25 2,27 
8 (Normalansatz) 2eem Acetat 0,50 0,90 1,72 
9 0,25 ecm Solusalvarsan ys A 0,49 0,88 1,67 
10 | «080 . : salen 0,48 091 41,78 
11 100 . a aaa “ 0,53 0,94 1,90 
12 0,25 , Benzazon a * 0,52 0,90 1,72 
13 0,50 , . ee : 0,52 0,90 1,71 
14 1,00 , = 2 ‘ 0,50 0,89 71 


Die beiden erstgenannten Substanzen sind schon in vitro gegen Trypano- 
somen und Spirillen auBerordentlich wirksam. p-Oxyphenylarsinoxyd 
ist wohl die gegen Trypanosomen wirksamste Arsenverbindung; sie 
tétet Trypanosomen noch in einer Verdiinnung von 1: 10° im Reagens- 
glas innerhalb 1 Stunde. Mit Solusalvarsan wird eine intra- 
muskular injizierbare, gebrauchsfertig geléste, unsymmetrische Arseno- 
verbindung (der Konstitution II) bezeichnet, die demnachst in den 
Handel kommt. Die Priifung des vermeintlichen Aktivierungsvermégens 
der reinen Arsenoverbindung und ihrer durch verschiedene (uns _be- 
kannte) Zusétze stabilisierten klinischen Lésung verlief ergebnislos. 
Unterschiede im Verhalten der in Wasser gelésten Substanz und 
ihrer ,,klinischen Lésung*', die wir zuerst vermuteten, haben sich nicht 


ergeben. ’ 
4-Amino- und 3-Amino-4-oxyphenyl-l-arsinoxyd iiben einen ge- 
ringen hemmenden KinfluB auf die Spaltung aus, der nach mehrstiindiger 
Versuchsdauer deutlicher hervortritt. Von verschiedenen Seiten wird 
3-Amino-4-oxyphenylarsinoxyd als dasjenige Umwandlungsprodukt 
des Salvarsans bezeichnet, das nach Salvarsaninjektion (i. v.) die 
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spirochaticide Wirkung in vivo entfaltet. Auch diese Arsinoxyde sind 
ebenfalls im Reagensglas gegen Protozoen auberordentlich wirksam. 

As As 

VA ‘ 

| 

NH NH 

CH, CH, 

COONa COONa 

IIL. 

Tabelle IV. Einflu8 von Arsinoxyden und Arsinséuren auf die 


Proteolyse in Gegenwart von Citrat- oder Acetatpuffer. 
Enzym: Ein gereinigtes Papainpraparat B (Lésung 10 Tage alt). 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 

Puffer: a) m/5 Dinatriumcitrat; b) m/5 Acetat (px 5). 





Aziditatszawachs 








Ver- : is Nai ai i sa in ecem 0,065 n KOH 
such pid yt Puners tach Sta. 
Nr. || 1 3 22 
la | (Normalansats) ..........% Citrat 0,86 ' 1,35 2,34 
1b ‘ are ares 050 0,87 1,74 
2 m/500 HO ES me Citrat 0,79 | 1,25 2,28 
3 m/500 i a ae Pap Acetat 0,50 O87 1,72 
4 m/500 HO Baers A Citrat 0,78 | 1,28 | 2,29 
5 m/500 % secon 20 estate he Oa O68 1,78 
6 m/500 H,N PE” kk ee Citrat 0,80 1,22 2,07 
7 m/500 ‘ Pay oS pe etet Ge 1 Se he 2 
8 m/500 H,N As Os Hy ... «| Citrat |) 0,82 | 1,29 | 2,82 
9 m/500 " af tances ss, Oe 0,48 | 0,87 . 1,72 
10 _m/500 CH,CO.HN As0;H,. .  Citrat | 0,84 | 1,33 2,36 
11 m/500 a . . || Acetat 048 0,85 1,74 
12 m/d00 H, NOCCH,.HN AsO3H, Citrat 0,86 1,387 | 2,34 
13 m/500 . Acetat 0,52 0,86 1,72 
14 || m500 HO——_As—O0 ....... Citrat | 0,83! 1,20 | 208 
NH, 
15 m/509 " ee ee Acetat 0,44 0,76 1,50 
16 m/509 HO AsO;sH,......  Citrat | 0,81 1,32 2,88 
NH, 
17 m/300 - Line et ak Acetat 0,49 O82 1,71 
18 m/500 HO 7 es ae oe Citrat 0,80 | 1,26 2,30 


NH.OCCH, 
m/500 - Ps RI Acetat 1,69 











144 E. Maschmann: 


Von den gepriiften Arsenverbindungen finden wir nur Arseno- 
phenylglycin (Konstitution III) und ,,Salvarsan‘** von charakteristischem 
Verhalten gegen Papain. Der EinfluB jener Arsenoverbindung ist — 
wie eingangs schon erwahnt — abhaingig vom Puffer, der EinfluB dieser 
dagegen nicht. In Gegenwart von Citratpuffer hemmt Arsenophenyl- 
glycin, in Gegenwart von <Acetat aktiviert es deutlich (Tabelle V). 


Tabelle V. Einflu8 von Arsenophenylglycin auf die Proteolyse in 
Gegenwart von Citrat- oder Acetatpuffer. 














Enzym: Gereinigtes Papain B; Lésung 1,25 %ig, 8 Tage alt. 

Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 

Zusatzstoff: Arsenophenylglycin (Op. Nr. 404); 0,2470 g in 25 ccm Wasser 

(pu = 5). 

Sans ity | Azidititszuwachs in ccm 

such | Menge des Arsenophenylglycins | Art und Menge | 0,05 n KOH nach Std. 
(20cem Ansatz) des Pufters H 
Nr. | Fang 3 24 
— a —o — i — 

1 (Normalansatz) 2cecm Citrat | 1,01 1,45 2,60 
2 0,25 cem m/2000 Arsen , et 0,98 140 | 2,58 
3 0,50 , m/1000 Sy, > ae - 0,82 1,20 2,44 
4 lw, =e ae 0,56 0,83 1,89 
5 2,00 , = m/250 a a 0,38 0,52 1,50 
6 (Normalansatz) 2ccm Acetat 0,59 0,92 1,98 
7 0,25cem — m/2090 Arsen se B 0,77 1,15 | 2,09 
8 0,50 , = m/1000 Siw e 0,81 1,19 | 2,86 
9 1,00 ,.. == m/O00 7 " 0,67 1,04 | 2,18 
10 2,00 , = m/250 ae ah 0,58 0,86 1,83 


Es ist nicht nur bemerkenswert, da Arsenophenylglycin je nach der 
Art des Puffers hemmend oder aktivierend wirkt, sondern auch, daB8 
nach unseren Ergebnissen die Aktivierung ,,Dosis abhangig’ ist, d.h. sehr 
geringe Mengen ohne Wirkung sind, gréBere aktivieren, noch gréBere hemmen. 
Die Hemmung ist in den ersten Versuchsstunden gré8er und kann merklich 
zuriickgehen. Wir wollen aber nicht unerwahnt lassen, daB nicht alle 
Versuchsreihen so eindeutig verlaufen. Woran dies liegt, konnten wir nicht 
feststellen. Das Arsenophenylglycin ist von den uns bekannten Arseno- 
benzolen — in Substanz und in Lésung — das unbestindigste und ,,launen- 
hafteste**. 


Salvarsan bewirkt sowohl im citrat- als auch im acetatgepufferten 
Versuch eine geringe, aber deutliche Steigerung der Papainwirkung 
(Tabelle VI). Es hatte méglich sein kénnen, daB fiir das Zustande- 
kommen dieser Aktivierung, dem Schwefel, der wihrend der Reduktion 
der entsprechenden Arsinséure zur Salvarsanbase mittels Natriumhydro- 
sulfit in geringer Menge (0,1 bis 0,2%) in das Molekiil eintritt, je 
nach der Art seiner Bindung einige Bedeutung dabei zukommt. 
Die Ansichten iiber die Art der Bindung des Schwefels gehen 
auseinander: Er soll in Form der Sulfin- bzw. Sulfonséuregruppe 
am Benzolkern haften, er soll aber auch zum Teil an Arsen ge- 
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Tabelle VI. Verlauf der Proteolyse in Gegenwart von Salvarsan 
und Solusalvarsan. 


Enzym: Gereinigtes Papainpriparat A; Lésung frisch. 
Substrat : Gelatine Schweinfurt. 
Puffer: m/5 Dinatriumcitrat. 


Zusatzstoffe: 1. Salvarsan Op. Nr. 7109; Lésung py ungefahr 5. 2. Solu- 
salvarsan Op. Nr. 106 fest; Lésung auf ungefahr py = 5 ge- 
bracht. 3. Klinische Solusalvarsanlésung (Op. Nr. 105) mit be- 
stimmten Stabilisatoren, die uns bekannt waren. 1 ccm ent- 
hielt 20 mg Arsen. 4. Klinische Solusalvarsanlésung (Op. 
Nr. 106) mit bestimmten, von den obigen verschiedenen 
Stabilisatoren. 1cem enthielt 20 mg Arsen. 





V Aziditatszuwachs 
er- 5 | in ecm 0,05 n KOH 
Art i Me ier Zusatzstoff ae 
- "Gem saa) nach Std 
Nr. | eee ee” 
Soe ES ae ea a ee ee 1,16 2,67 
2 Salvarsan, m/2000 Arsen .......2.2..-. 1,22 2,74 
3 7 MMIII a Ese tc mil pitta iw igs «te 1,38 2,97 
4 > RE ag ato heuer pend k 1,52 3,10 
5 ta m/250 ‘ TES Rio Cod ehh gery PO eM 1,65 3,18 
6 | Solusalvarsan, fest, mj1000 Arsen... .... 1,12 2,68 
7 |i ‘s »  m/500 Bie eter erg? wins 1,09 2,57 
8 | é »  ™m/250 SEO een ats OS chia eit 1,08 2,49 
9 Solnsalvarsan, 1. Klinische Lésung, m/1000 Arsen 1,19 2,61 
10 a a m/500 . 1,18 2,59 
11 | 5 . m/250 a 1,11 2,60 
12 Solusalvarsan, 2. Klinische Lésung, m/1000 Arsen 1,18 2,76 
13 # 4 m/500 be 1,13 2,71 
14 | ‘i ‘* m/250 ‘s 1,15 2,62 


bunden sein. Wir haben deshalb auch ein Salvarsanpraéparat unter- 
sucht, das durch Reduktion der 3-Nitro-4-oxyphenylarsinsdure mittels 
unterphosphoriger Saéure in Gegenwart einer Spur Jod dargestellt 
war. Das Praparat enthielt Phosphor; der verhaltnismaBig hohe 
Phosphorgehalt (1,5°%) ging auch nach dreimaliger Umfallung nicht 
zuriick, so daB man wohl eine chemische Bindung des Phosphors 
anzunehmen hat. In welcher Form er gebunden ist, konnte noch nicht 
ermittelt werden. Auch dieses Salvarsanpriparat vermag die Papain- 
wirkung deutlich zu steigern, vielleicht nicht in dem AusmaB wie das 
S-haltige Praparat (Tabelle VII). Da aber die Ausschlige an sich 
nicht besonders groB sind, soll nur auf eine médgliche Beteiligung 
des Schwefels am Aktivierungsvorgang hingedeutet werden. Man 
wird dem Salvarsan, d.h. der Arsenogruppe in Verbindung mit der 
©-Oxyaminogruppierung, ein Aktivierungsvermégen zusprechen. Ob 
man die an sich bemerkenswerte Fahigkeit des Salvarsans, Papain 
merklich zu aktivieren, in irgendeinen Zusammenhang mit der spiro- 
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chaticiden Wirkung dieser Arsenverbindung bringen kann, ist sehr 
fraglich. Ich halte einen solchen Zusammenhang auf Grund wich- 
tiger biologischer Beobachtungen und den Ergebnissen dieser Arbeit 
fiir unwahrscheinlich. Da im tierischen und menschlichen Organis- 
mus Kathepsin vorliegt, dessen Verhalten gegen Arsenverbindungen mit 
dem des Papains nicht ohne weiteres gleichzusetzen ist, sehr wahrschein. 
lich auch nicht in allem gleich ist, soll bei Gelegenheit auch der EinfluB 
der Arsenverbindungen auf Kathepsin untersucht werden. 


Tabelle VII. EinfluB von S-freiem Salvarsan auf die Papain- 


wirkung. 
Enzym: Gereinigtes Papain B, Lésung 30 Tage alt. 
Substrat: Gelatine (Schweinfurt). 


Zusatzstoff: 3, 3’-Diamino-4, 4’-dioxyarsenobenzoldichlorhydrat (2 H,0O); 
0,2444 g in 20cem Wasser (pH = 5). 





Azidititszuwachs in eem 





Versuch Menge des Salvarsans | Art und Menge 0,05 n KOH nach Std. 
(20cem Ansatz) } des Puffers , 

Nr. | 1 3 22 
1 (Normalansatz) 2cem Citrat 0,84 1,33 2,33 
2 0,25 cem Salvarsan an a 0,79 1,28 2,27 
3 0,50 , « Er ‘ 0,85 1,37 2,38 
4 (3) ie ee % | 0,96 1,47 2,52 
5 2,00 , me a ui | 1,10 1,58 2.65 
6 | (Normalansatz) 2cem Acetat 0,44 0,82 1,73 
7 || 0,25 cem Salvarsan a a 0,48 0,81 1,68 
8 0,50, “ a 0,50 0,87 1,89 
9 1,00 , eee ss | 0,64 1,00 2.02 

10 20... 5 ae i. 0,71 1,15 2,20 


Frl. Dr. E. Helmert und Herr W. Freund haben mich bei der Unter- 
suchung bestens unterstiitzt. 


Methodisches. 


Enzymprdparate. Papayotinum Merck (1: 350) und zwei daraus durch 
ein- oder mehrmalige Alkoholfallung usw. dargestellte Praparate A und B. 
Eine nahere Beschreibung dieser Papainpraparate findet sich in einer 
anderen Mitteilung'. 

Substrate. 1. Gelatine von den Deutschen Gelatinewerken Schweinfurt 
und 2. Gelatine Golddruck von Schering-Kahlbaum. Uber den Einflu®8 der 
Gelatinesorte auf die Papainwirkung vgl. man eine friihere Arbeit. 

Puffer. 1. m/5 Dinatriumcitrat (pq = 5) und 2. m/5 Natriumacetat- 
Essigsiure (pH = 5). 

Zusatzstoffe. Die in der Einleitung und in den nachfolgenden Tabellen 
niher angegebenen drei- und fiinfwertigen Arsenverbindungen. Die Lésungen 
waren auf ungefahr py = 5 gebracht. Dabei fallen in feinflockiger Form aus: 


! E. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. — 
2 EB. Maschmann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 127,1934 
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Benzazon und die Salvarsanbase. Solusalvarsan und Arsenophenylglycin 
fallen erst beim Zusatz zum Spaltungsansatz flockig aus. 

Methode. Aziditatsermittlung nach PR. Willstdtter und EB. Waldschmidt- 
Leitz. In Gegenwart von Acetat neigt die Gelatine bei der Titration leicht 
zur Verklumpung. Es ist deshalb notwendig, den Alkohol recht heif (warmer 
als es in Gegenwart von Citrat iiblich ist) nach der ersten verhaltnismaBig 
kraftigen Blautitration zuzugeben und rasch zu Ende zu titrieren. Nach 
einiger Ubung gelingt es unschwer, gut iibereinstimmende Werte zu erzielen, 
Fehler -+ 0,04 cem. Uns scheint es, daB der Umschlagspunkt in Gegenwart 
von Acetat besser zu erfassen ist als in Gegenwart von Citrat. 

Die in den Tabellen angegebenen Werte sind Mittelwerte zweier Titra- 
tionsproben von je 2 ccm. 

Die fiir den 20 cem Spaltungsversuch benutzte Enzymmenge war fiir 
Papain M (1: 350) ungefaihr 15 mg, fiir die gereinigten Praparate 10 mg. 
Uber die Bereitung der Enzymlésungen. vergleiche man die Angaben einer 
friiheren Arbeit?. 

Von unserem zahlreichen Versuchsmaterial, das zu verschiedenen 
Zeiten gesammelt wurde, haben wir nur einige Versuchsreihen in Tabellen- 
form zusammengestellt. Der Einflu8 der Arsenverbindungen wurde in einer 
Konzentration von m/4000 bis m/250 gepriift. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. 
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Zum Chemismus der Krebsglykolyse. I. 


Von 
Charlotte Frisch und R. Willheim. 

(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der Wissen- 
schaften Wien und der Osterreichischen Gesellschaft zur Erforschung und 

Bekimpfung der Krebskrankheit. ) 


(Eingegangen am 15. Februar 1935.) 


Die vorliegende Arbeit kniipft an zwei Feststellungen der Krebs- 
literatur an: an die von zahlreichen Autoren beobachtete Tatsache, 
daB im Krebsgewebe reichlich Aktivatoren der Glykolyse nachweisbar 
sind [Newberg und Gottschalk (1), Euler und Myrbaéck, Euler und Jo- 
hansson (2), Waterman (3), Kraut und Bumm (4), Bumm und Fehren- 
bach (5), Bostrém (6)] und an den von uns (7) erhobenen Befund, daB 
ein seines Co-Ferments beraubtes glykolytisches System [dialysierter 
Muskelextrakt nach Lohmann (8)] durch T'umorkochsaft reaktiviert, ein 
prinzipiell anderes Verhalten zeigt als bei Reaktivierung durch Muskel- 
kochsaft. Die im letzteren Fall erzielte Glykolyse wird naimlich durch 
Zusatz von Carotin deutlich gesteigert, die durch Krebskochsaft bewirkte 
durch Carotin gehemmt. Da sich nun die Wirkung des Carotins auf 
dessen Sauerstoffbindungsvermégen und die dadurch bedingte Hemmung 
der Pasteur-Meyerhofschen Reaktion zuriickfiihren lieB, war die SchluB- 
folgerung gegeben, daB ein durch Tumorkochsaft reaktiviertes glykoly- 
tisches System im Gegensatz zu anderen keinen oder doch nur wenige 
Angriffspunkte fiir diesen Sauerstoffakzeptor enthalt. 

Mit dieser Folgerung waren nun Beziehungen zu mehreren Arbeiten 
aus jiingster Zeit gegeben, die im Krebsgewebe eine Vermehrung von 
reduzierenden Fahigkeiten bzw. Substanzen nachweisen konnten. So 
konnten Boyland (9) und Harris (10) einen relativ hohen Gehalt des 
Rattensarkoms an Ascorbinsiure bzw. an einer unbekannten redu- 
zierenden Substanz [Reduzytin nach Harris (I. c.)] nachweisen. In der 
Folge gelang es Edlbacher (11), die Auffassung des Tumorgewebes 
als eines Ortes besonders hoher reduzierender Wirkung zu beweisen 
und bedeutsame Beziehungen dieses Befundes zur Fahigkeit von Tumor- 
extrakten, Arginase zu aktivieren, festzulegen. 

Bei dieser Sachlage erschien es naheliegend, die oben erwahnte 
Annahme eines Fehlens von oxydierenden Systemen im Rahmen der 
die Tumorglykolyse bestimmenden Vorgiainge durch eine Untersuchung 
der Frage zu erweitern, ob nicht die durch 'Tumorkochsaft komplettierte 
Glykolyse ihre Sonderstellung der Anwesenheit von reduzierenden 
Faktoren verdanke. Zu dieser Vermutung wurden wir schon friiher (I. c.) 
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durch den Befund veranlaBt, daB ein Gemisch von Muskel- und Tumor- 
kochsaft sich wie bloBer Tumorkochsaft verhielt. Denn zur Erklarung 
dieses Verhaltens geniigt die bloBe Annahme eines Fehlens sauerstoff- 
iibertragender Faktoren (Zwischenkatalysatoren) im Tumorkochsaft 
nicht, es muB auch die Anwesenheit von sauerstoffabfangenden, die 
Oxydationskette unterbrechenden Substanzen gefolgert werden. Die 
von uns gewahlte Methode der Beweisfiihrung, tiber die hier berichtet 
werden soll, geht auf den interessanten Befund von Lipmann (12) 
zuruck, daB der Zusatz einer 0,2 % igen Chinonldsung, also eines oxy- 
dativen Systems, die Wirkung glykolytischer Prozesse aufhebt. Wir 
haben in einer groBen Reihe an Lohmannschen Muskelextrakten an- 
gestellter Versuche diesen Befund bestatigen kénnen; vgl. hierzu 
die Tabelle. Wir konnten feststellen, daB unter der Wirkung des Chinons 
sogar eine Verminderung vorhandener Milchsaure eintritt (Resynthese 
im Sinne der Pasteur-Meyerhofschen Reaktion?). Im Besitze einer 
solchen Methode, die Glykolyse durch Verstérkung der oxydativen 
Vorgange aufzuheben, hatten wir nun zu untersuchen, ob die geschilderte 
Chinonwirkung durch Tumorkochsaft eingeschrankt bzw. aufgehoben 
werden kann. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, trifft unsere Er- 
wartung vollkommen zu. Es ergibt sich, daB die durch Chinonzusatz 
aufgehobene Glykolyse durch die Anwesenheit von Krebskochsaft in ein- 
deutiger Weise wieder in Gang gebracht wird. 


Tabelle. 


Versuchsmaterial: frischer Meerschweinchenmuskelextrakt. 
Milchsiure in mg berechnet auf 100 ccm Muskelextrakt. 











Ohne Zusatz | +4 Tumorkochsaft + Chinon : » cee 
Nr a é 
*, Aus- 7 Aus- | p Aus- | p | Aus- 

End- | Glyko- End- Glyko- ._ End- | Glyko- |) ~ | End- | Glyko- 
—¢ were og oon. i won vee ~~ é out ay on . werd Geo 
1 || 168,0 225.6 + 53.6 166,8 300,0|+144,2) 170,4 108,90 —62,4 | 174,0 246.0) +72,0 
2 || 157,2.230,4'+ 73,2 165,6 333,6|+168,0 162,0 135,6 26,4 163.2 206.4) +43,2 
3 || 132,0240,4'+108.4 126,0 246,0'+120,0 134.4 93,6 —30,8' 129.6 207,6| +78,0 
4 || 195,6 223,2\+ 276 — —  186,0164,4 —21,6) 195.6) 234,0) +38,4 
5 || 156,0/252,0'+ 96,0 — — —- 156,0 123,6 — 32,4 || 151,2) 165,6| +14,4 


Experimenteller Teil. 


1. Darstellung des Muskelextraktes. Zur Verwendung gelangte die 
untere Extremitaitenmuskulatur soeben entbluteter Meerschweinchen. Etwa 
20 g derselben wurde fein verteilt, mit Quarzsand verrieben und nach dem 
Vorgang Lohmanns (l.c.) mit 0,6%iger KCl-Lésung bei — 1° im Ver- 
haltnis 2:3 ein Extrakt bereitet. 2. Darstellung des Carcinomkochsafjtes. 
Ein frisch herauspraparierter Mausetumor wurde fein zerteilt und mit der 
fiinf- bis achtfachen Menge Ringerlésung einmal aufgekocht und filtriert. 
3. Chinonlésung. 0,1 g Chinon werden in 50 ccm Ringerlésung knapp vor 
Versuchsansatz gelést. 4. Versuchsansatz. 15 cem des Muskelextraktes (1.) 
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werden mit 5 cem eines Phosphatpuffergemisches vom pq = 7,4 und 5 cem 
einer 1% igen Glykogenlésung versetzt, wodurch im Extraktgemisch eine 
Glykogenkonzentration von 0,2% entsteht. Von dieser Lésung werden nun 
a) 5cem mit 3cem Ringerl6sung, b) 5 ccm mit 1'/, ceem Ringerlésung und 
1'/,cem Chinonlésung, c) 5ceem mit 1'/,cem Chinonlésung und 1'/, cem 
Krebskochsaft fiir den glykolytischen Versuch angesetzt. Gleich bei Beginn 
des Versuchs sowie nach zweistiindigem Stehen bei 21° wird eine Milchsaure- 
bestimmung vorgenommen. 5. Milchsdurebestimmung. Diese wurde im 
Prinzip nach der Methode von Friedemann und Kendall (13) vorgenommen, 
wobei wir uns des Apparats von Lieb und Zacherl (14) bedienten. Hinsichtlich 
der methodischen Einzelheiten verweisen wir auf die Darstellung in einer 
unserer friiheren Arbeiten (7). 


Diskussion. 


Es ist zugegeben, daB die Beweiskraft unserer Versuchsanordnung 
insofern keine absolute ist, als die theoretische Méglichkeit besteht, 
daB der Krebskochsaft an einer anderen Stelle als an dem der Glykolyse 
entgegenwirkenden oxydativen Apparat angreift — vielleicht direkt 
an den Spaltungsvorgangen — und daB diese Wirkung so machtig ist, 
daB sie die entgegengesetzte Wirkung des Chinons quantitativ tibertrifft. 
Kine solche Erklirung glauben wir aber als ganz unwahrscheinlich 
ablehnen zu diirfen. Denn die Versuche lehren, daB das Chinon in der 
verwendeten Konzentration imstande ist, die glykolytische Wirkung 
jedes Muskelextraktes vollkommen zu paralysieren. Es ware daher 
gewiB sehr gezwungen anzunehmen, dab ein frisches und aktives glyko- 
lytisches System nach blobem Zusatz von Kochsaft, also Co-Ferment, 
seine Hemmbarkeit durch das in dieser Hinsicht so leistungsfaihige 
Chinon verlieren sollte. Die Fahigkeit des Krebskochsaftes, die von 
Lipmann (12) entdeckte glykolysehemmende Wirkung des Chinons zu 
paralysieren, zeigt also unseres Erachtens das Vorhandensein von redu- 
zierenden, in den glykolytischen Vorgang eingreifenden Substanzen auf. 

Da die Gegenwart von reduzierenden Substanzen im Krebsextrakt, 
wie eingangs erwahnt wurde, durch exakte chemische Messung nach- 
gewiesen werden kann, kénnte der von uns vorgenommene biologische 
Beweisgang als unnétig kompliziert erscheinen. Dem ist aber entgegen- 
zuhalten, daB der physiologische Wert derartiger Faktoren von ihrer 
Fahigkeit abhingt, im fermentativen Geschehen als Donatoren bzw. 
Akzeptoren eine Rolle zu spielen, eine Fahigkeit, die bekanntlich keines- 
wegs bloB von der Héhe des Redoxpotentials abhangt und nur im bio- 
logischen Versuch festgestellt werden kann. 

Uber den Umfang der Rolle der reduzierenden Bestandteile des 
Tumors fiir die Glykolyse kann natiirlich zunéchst nichts Sicheres 
ausgesagt werden. Doch erscheint es méglich, daB das heute zum 
Gemeingut des biochemischen Wissens gehérige hohe glykolytische 
Vermégen des Krebsgewebes sowie die bekannte und eingangs erwahnte 
Fahigkeit der Tumorextrakte, andere glykolytische Systeme in ihrer 
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Wirkung zu steigern (fiir die wir selbst im zweiten Stab unserer Tabelle 
einige experimentelle Belege erbringen), mit diesen sauerstoffabfangenden 
Potenzen in urséchlichem Zusammenhang steht. Es ergibt sich sonach 
aus unseren bisherigen Untersuchungen, daB sich das Krebsgewebe 
nicht nur durch eine Verminderung oder ein Fehlen thermostabiler oxy- 
dativer Systeme (Zwischenkatalysatoren), sondern auch durch das Auf- 
treten reduzierender bzw. den Ablauf oxydativer Reaktionen unterbrechender 
Faktoren auszeichnet. Hinsichtlich der chemischen Natur dieser Sub- 
stanzen ist an die von Boyland und von Edlbacher (1. c.) gemachten 
Feststellungen, die Ascorbinsdure betreffend, zu denken. Diesbeziigliche 
Versuche sind im Gange. Doch kann wohl schon jetzt dem Gedanken 
Ausdruck gegeben werden, daB die Ursache der hohen aeroben Tumor- 
glykolyse bzw. der von Warburg dafiir verantwortlich gemachten 
geringen bzw. unwirksamen Tumoratmung auf Grund der hier be- 
schriebenen Befunde auf eine Abwegigkeit im System der organischen 
Oxydationskatalysatoren zuriickgeht; dies in dem Sinne, da8 der allen- 
falls auch in normaler Quantitat aufgenommene Sauerstoff (15) statt 
zu den Orten natiirlichen Konsums, den falschen Weg zu dem von uns 
postulierten sauerstoffabfangenden Apparat nimmt. 


Zusammenfassung. 


Es wurde festgestellt, daB die von Lipmann entdeckte Fiahigkeit 
des Chinons, glykolytische Prozesse im Wege einer Aktivierung der 
Pasteur- Meyerhofschen Reaktion zu hemmen, durch Zusatz von Krebs- 
kochsaft aufgehoben wird. Aus diesem Ergebnis wird geschlossen, daB 
den Krebskochsaften Faktoren eigen sind, die eine reduzierende bzw. den 
Ablauf oxydativer Reaktionen unterbrechende Fahigkeit haben. Diesen 
Faktoren diirfte im Rahmen der Tumorglykolyse eine wesentliche Rolle 


zufallen. 
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Die Lipaseaktivitaét getrockneter Magensubstanz aus den 
Kardia- bzw. den Fundus- und Pylorusdriisengebieten. 
Von 
E. Meulengracht, E. Schiodt und A. Eldahl. 

(Aus der Inneren Abteilung B des Bispebjerg-Hospitals zu Kopenhagen). 
(Eingegangen am 20. Februar 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Friihere Untersuchungen unserer Abteilung (Meulengracht, Meulen 
gracht und Schiodt, Meulengracht und Soeborg Ohlsen, 1934) zur Lokali- 
sierung der verschiedenen Ventrikelenzyme, speziell des antianaémischen 
Faktors (Castles ,,intrinsic factor‘‘), innerhalb der verschiedenen Driisen- 
gebiete des Schweinemagens ergaben, daB die Pepsin- und Chymosin- 
aktivitat an das Fundusdriisengebiet, aber nicht an das Kardia- und 
Pylorusdriisengebiet gebunden ist, waihrend der antianimische Faktor 
in dem Pylorusdriisen- und nicht in dem Fundusdriisengebiet zu finden 
ist. Fiir das Kardiadriisengebiet waren die betreffenden Verhaltnisse 
damals noch nicht geklart, es hat sich aber spiter gezeigt, daB der 
antianimische Faktor auch hier produziert wird. 


Es schien uns erwiinscht, unsere Versuche durch Einbeziehung 
auch anderer Enzyme, wie der sogenannten Ventrikellipase, zu er- 
ganzen, um dadurch unter anderem die wichtige Frage zu klaren, 
ob sich in diesem Punkte funktionelle Verschiedenheiten zwischen den 
verschiedenen Driisengebieten nachweisen lassen. 


Bisherige Untersuchungen tiber die Lokalisation der Lipase im Magen. 


Marcet (1858) wies wahrend der Verdauung im Magen eine gewisse 
Fettspaltung nach, was spiter von anderen Forschern bestatigt wurde. 
Eingehendere Untersuchungen iiber die Frage liegen von Volhard (1900/01) 
und Davidsohn (1912) vor. Nach diesen und anderen Arbeiten mu man 
annehmen, da8 im Magensaft ein lipolytisch wirksames Enzym vorhanden 
ist, das nicht aus dem Speichel oder von regurgitiertem Duodenalsaft 
herriihrt. Ob es sich hier um ein eigentliches Sekretionsprodukt handelt, 
ist jedoch zweifelhaft; Clements (1925) meint z. B., daB es von exsudierten 
und zerfallenen Zellen herstammen kénnte. Wie die Lipase im Magen- 
gewebe selbst verteilt ist, haben Volhard (1901) und Willstdtter und Memmen 
(1923) zu klaren versucht. Volhard arbeitete mit Glycerinextrakten der 
Schleimhaut vom Fundusteil bzw. vom Pylorusteil des Schweinemagens. 
Er teilte den Magen in 2 Teile, einen oberen und einen unteren, und nennt 
den oberen Teil den ,,Fundusteil‘‘, was im Einklang mit einer allgemein 
gebrauchten deutschen Terminologie steht. Volhards ,,Fundusteil‘‘ umfaBt 
somit auch den Teil, der nach unseren (3) Untersuchungen mit Kardiadriisen 
ausgekleidet ist und von uns daher Kardiateil oder Kardiadriisengebiet 
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genannt wird, was man bei Beurteilung der Volhardschen Versuche (siehe 
spater) beriicksichtigen muB. Die Lipaseaktivitaét der genannten Glycerin- 
extrakte wurde nach Bondi bestimmt. Es wurden zwei Versuche angestellt, 
die zeigten, ,,da8 analog dem Pepsin auch das fettspaltende Ferment im 
wesentlichen vom Fundusteil des Magens sezerniert wird‘‘, da sich im 
..Fundus‘‘-Schleimhautextrakt zwei- bis fiinfmal starkere Lipaseaktivitat 
als im Pylorusschleimhautextrakt fand. Wéllstdtter und Memmen haben 
entsprechende Untersuchungen vorgenommen. Sie arbeiteten gleichfalls 
mit Schweinemagen, aber ,,nach Entfernung des Oesophagus und der gelben 
Pylorusteile, die enzymarm sind “*‘, teilen sie den Magen ,,in die hellrétlichen, 
zahen Kardiateile und die roten, weicheren Fundusteile‘‘; die Schleimhaut 
wird von der Muskelschicht losgelést, die Partien gemahlen, mit Aceton- 
Ather ausgezogen, getrocknet, pulverisiert. Die Lipaseaktivitat der ver- 
schiedenen Fraktionen wurde nach Rona und Michaelis bestimmt. Die 
Versuche zeigten, ,,daB der Kardiateil der Schleimhaut viel reicher an Lipase 
als der Fundusteil ist, und ferner, daB auch die unter der Schleimhaut 
liegenden Schichten des Magens Lipase enthalten‘*. Aus den Versuchs- 
fabellen ersieht man, daB die Lipaseaktivitat bei der Kardiaschleimhaut- 
fraktion in zwei Versuchen 2,5- bis 6,2mal gr6Ber als bei der Fundusschleim- 
hautfraktion war. Bei dem einen Versuch wurde die Lipaseaktivitat an 
einer Oberflichenepithelfraktion bestimmt, die man sich durch Abschabung 
des Epithels von der Oberfliche beschafft hatte; sie war hoch, ebenso hoch 
wie an der gesamten Kardiaschleimhautfraktion. Kiirzlich haben Glick (1934) 
sowie Linderstrem-Lang, Holter und Seeborg Ohlsen mit einer von ihnen aus- 
gearbeiteten Mikrotechnik sehr eingehende Studien iiber das Vorkommen 
einiger Enzyme, darunter der Lipase, nicht nur in den verschiedenen 
Schweinemagenabschnitten, sondern auch in den verschiedenen Magen- 
wandschichten gemacht. Sie fanden die Lipaseaktivitaét sowohl im Kardia- 
als auch im Fundus- und Pylorusteil gleich groB. Eine typische Lokalisation 
innerhalb der verschiedenen Schichten scheint nicht vorzuliegen, doch war 
es bemerkenswert, daB die oberste, das Oberflachenepithel enthaltende 
Schleimhautschicht eine recht kraftige Lipaseaktivitat aufwies. Die Autoren 
machen darauf aufmerksam, daB auch Zellen des interstitiellen Gewebes 
zweifellos Lipase enthalten. 


Technik und Material unserer Untersuchungen. 


Die Lipaseaktivitét wurde mit der Tributyrinmethode nach den 
von Rona und Michaelis angegebenen Prinzipien bestimmt. Der Modus 
ist des naheren von Rona, Petow und Schreiber (1922) beschrieben. 
Wir haben ihn unseren Zwecken angepaBt und bedienten uns schlieBlich 
folgender Technik: 

1 g Magensubstanz wird in einem 100-cem-Kolben aufgeschwemmt, 
der 50 ccm gesattigte, nicht iiber 24 Stunden alte Tributyrinlésung 
und 3cem Phosphatpufferlésung nach Sorensen mit einem py von 7,6 
enthalt. Die Proben werden durch ausgewaschene, entfettete Watte 
filtriert und die Tropfenzah] am Filtrat mit einer Tropfenpipette nach 
Rona und Michaelis bestimmt. 

Die Proben werden sofort nach der Vermischung, nach 15, 30 und 
60 Minuten entnommen. 
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Die Versuchsobjekte. Getrocknete Magensubstanz vom Schweine- 
magen aus dem Kardia- bzw. dem Fundus- und dem Pylorusteil, her- 
gestellt wie in den oben angefiihrten Abhandlungen von Meulengracht 
und seinen Mitarbeitern angegeben, d. h. die Ausschneidung des Materials 
wurde nach Abb. 1 vorgenommen. 

Indem man zum Vergleich hier Meulengracht und Seeborg Ohlsens 
Schema (Abb. 2) heranzieht, sichert man sich, daB die Fraktionen 
wirklich vom Kardiadriisengebiet bzw. vom Fundusdriisen- und Pylorus- 
driisengebiet stammen und rein und unvermischt sind, d. h. nur einen 
Driisentyp enthalten. 


6 bis 7cem etwa 4cem 





Abb. 2. Verteilung der verschiedenen 
Driisentypen im Schweinemagen. 





Das ausgeschnittene Material enthalt sowohl die Mucosa als auch 
die Muscularis. 

Die Schweinemagen wurden vom frisch geschlachteten Tier in 
tief gekiihltem Zustand (4 bis 5°) vom Schlachthaus direkt in die Fabrik 
Mco gebracht, die die Priparationsprozesse vornahm; sie wurden un- 
mittelbar nach ihrem Eintreffen, etwa 4 Stunden nach dem Schlachten, 
begonnen. Die Praparationsprozesse waren im iibrigen die gleichen 
wie sie bei Herstellung des Handelspraparats Ventriculin Mco vor- 
genommen werden und die ein in bezug auf therapeutische (anti- 
andmische) Wirkung und in bezug auf Fermentgehalt (Pepsin, Chymosin) 
konstantes Praparat liefern: feinste Zerkleinerung in der Maschine, 
Trocknung bei niedriger Temperatur, Entfettung, Pulverisierung, ganz 
nach den Richtlinien, wie sie von Sturgis und Isaacs 1929 angegeben 
wurden. Fiir jedes Versuchspraparat wurden durchschnittlich etwa 
20 Magen verwendet. Man erhalt so drei ziemlich gleichartige, weiBlich- 
graue Pulver; sie wurden mit C, F und P bezeichnet und zur Angabe der 
Fabrikationsserie numeriert. Die Tropfenzahlen fiir destilliertes Wasser 
waren mit den benutzten Pipetten 102 bis 118, fiir Tributyrinlésung 
+ Phosphatpuffer 40 bis 45 Tropfen mehr. Nach volliger Spaltung 
war die Zahl fiir Tributyrinlésung + Phosphatpuffer = der Zahl fiir 
destilliertes Wasser. 

Wir untersuchten die Lange der Extraktionszeit, die zum Ausziehen 
der Lipase nétig ist. Dies erfolgte in der Weise, daB 1 g Pulver ver- 




















Lipaseaktivitat getrockneter Magensubstanz. 155 


schieden lange in 3ccm Phosphatpuffer aufgeschwemmt _blieben. 
Darauf vermischten wir die Aufschwemmung mit 50 cem Tributyrin- 
lésung und untersuchten die Spaltung in der iiblichen Weise. 


A. Praiparat C,. Temperatur 20°. Dest. Wasser 110, 
Tributyrinlésung + Puffer 156. 





ae el Tropfenzahl sofort nach | Tropfenzah] 15 Min. nach 
: Tributyrinzusatz Tributyrinzusatz 
Min. 
10 153 129 
20 153 133 
30 | 152 132 


Die Extraktionszeit scheint innerhalb der Versuchsgrenzen ohne 
Bedeutung zu sein. 
Versuch 1. 
27. Juni 1934. Zimmertemperatur 20°C. Dest. Wasser 108. Tributyrin- 
lésung + Puffer 140. 





Sofort Nach 15 Min. Nach 30 Min. Nach 60 Min. 
2: ay aera 138 134 127 120 
Pe owe fe Ps 138 135 132 125 
iy AW ah eat honk - aes 138 135 132 126 
40 , Cz 138 131 123 113 
oe 138 135 130 121 
me Oe es es 139 136 128 122 
An) PRE Sea Seer 137 123 116 108 
Wh ig We ra ar 138 131 126 116 
ele “gl eden 137 129 122 115 


Der Versuch zeigt die starkste Verinderung in den Tropfenzahlen 
fiir die Kardiafraktion, fiir die Fundus- und Pylorusfraktionen sind die 
Zahlen annahernd gleich. Man sieht ferner mit fallenden Gewichts- 
mengen der Praparate die Tropfenzahlen abnehmen, aber das Ver- 
haltnis der verschiedenen Praparate untereinander bleibt unverandert. 

Wir haben das Verhaltnis zwischen der Lipaseaktivitét in der 
Schleimhautschicht und der Muskelschicht, méglichst vom ganzen 
Magen, untersucht, indem die Mucosa abprapariert und Praparate 
von Mucosa bzw. Muscularis nach den iiblichen Richtlinien hergestellt 
wurden. 

Versuch 2. 
15. Mai 1934. Zimmertemperatur 20°C. Dest. Wasser 109. Tributyrin- 
lésung + Puffer 157. 





Sofort Nach 15 Min. Nach 30 Min. Nach 60 Min. 


Magenmuskulatur . . 154 144 136 128 
Magenschleimhaut . . 153 142 131 126 
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Die Lipaseaktivitat ist in den beiden Fraktionen praktisch gleich. 

Zu unseren Versuchen benutzten wir, wie erwahnt, Phosphat- 
puffer vom py 7,6. Bei den Versuchen bemerkten wir jedoch, daB die 
Magensubstanz an sich eine so groBe Pufferwirkung hatte, daB das 
aktuelle pu bei etwa 6,5 lag. Es wurde daher das pq immer gepriift. 
In einem Kontrollversuch (Versuch 3) zeigte es sich, daB die einzelnen 
Priparate vom Kardia-, Fundus- und Pylorusteil die gleiche Puffer- 
wirkung haben, so daB das aktuelle py in all unseren Reaktions- 
mischungen das gleiche war. 


Versuch 3. 

Tributyrinlésung: 140. Dest. Wasser: 89. Temperatur 24°. Pulver-Phos- 
phatlésung im Verhaltnis 1:6 (g).  Filtrat-Tributyrinlésung im Verhaltnis 
1:20 (ecm). 

(Das Pulver wird in der Phosphatlésung aufgeschwemmt, 2 Std. extrahiert, 
filtriert; 1 cem Filtrat wird mit 20 ccm Tributyrinlésung gemischt). 





Tropfenzahl Tropfendiff ce. 
Puffer Pu ae 3 es a | von Tributyrinlésung 


+ Filtrat 


Praparat C,,: 
130 10 
130 10 
126 14 
119 21 
115 25 
113 | 27 

Praparat Fy. 
132 8 
131 9 
130 10 
124 14 
123 15 
123 15 
Praparat Pylorin (4745—4) *. 
133 7 
130 10 
127 13 
123 17 
119 21 
8,0 118 22 


* Das Handelspriparat Pylorin Mco ist vom Pylorusdriisengebiet hergestellt. 


- 


5.5 
6,0 
6,5 
7,0 
7,5 
8,0 


DWMIIA NH or 
aonwonre 


CMoUoe 
PAD Moor 


PAM AL 
D2 WOO 


Wir sind uns klar dariiber, daB wir auBerhalb des py-Optimums 
gearbeitet haben, das wir fiir Lipase an einem Totalventrikelpraparat 
(Ventriculin Mco) zwischen py 8 und 9 liegend fanden. 


Diskussion. 


Nach unseren Versuchen hatten die Kardiafraktionen eine etwas 
gréBere Lipaseaktivitaét als die Fundus- und auch die Pylorusfraktionen. 
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Wenn wir auch nicht bei dem Aktivitats-py-Optimum gearbeitet 
haben, so haben wir unserer Meinung nach fiir die drei Fraktionen doch 
unter so gleichmaBigen Bedingungen experimentiert, daB die Werte 
fiir die drei Fraktionen durchaus vergleichbar sind. 

Nach Versuch 1 glauben wir sagen zu kénnen, daB die Lipase- 
aktivitat fiir die Kardiafraktionen bis doppelt so groB wie fiir die tibrigen 
Fraktionen war. Selbst wenn die exakte Zahl etwas gréBer oder kleiner 
ist, so wirde man wohl aus einem so geringen Unterschied schwerlich 
zunachst folgern, daB die Kardiadriisen Lipase als spezifisches Sekre- 
tionsprodukt produzieren. 

Ks erscheint denn auch eine andere Erklarung méglich. Das 
Kardiadriisengebiet weicht histologisch sowohl vom Fundusdriisen- 
wie vom Pylorusdriisengebiet durch seinen groBen Gehalt an inter- 
stitiellem Gewebe ab. Es liegt zwischen den relativ vereinzelten 
und relativ weniger entwickelten Kardiadriisen ein interstitielles Gewebe 
mit einer Menge Zellen, darunter namentlich einer Menge Lymphocyten, 
die sich haufig zu groBen Lymphfollikeln anhaufen, wie das in einer 
friiheren Abhandlung von Meulengracht und Seeborg Ohlsen betont wurde. 
Das Kardiadriisengebiet steht hierdurch im Gegensatz sowohl zum 
Fundusdriisengebiet wie zum Pylorusdriisengebiet, wo die Driisen mehr 
palisadenartig dicht stehen, ohne besonders viel interstitielles Gewebe 
und mit auBerst wenigen Lymphfollikeln. 

Dieser Umstand ist fiir uns von Bedeutung, weil die interstitieHen 
Gewebszellen bekanntlich Lipase enthalten, und namentlich ist fiir Lympho- 
eyten der groBe Lipasegehalt charakteristisch. Literatur hieriiber siehe bei: 
Hellmann, LymphgefaBe, Lymphknétchen, Lymphknoten im Handbuch der 
mikr. Anatomie des Menschen. Herausgegeben von Mdéllendorff, Bd. VI, 
Springer, 1930, wo namentlich auf Arbeiten von Bergel und Bouin ver- 
wiesen wird. 

Méglicherweise riihrt also die etwas groBere Lipaseaktivitat der 
Kardiafraktion von der gréBeren Lymphocytenmenge in diesem Magen- 
abschnitt her. Es ist bemerkenswert, daB sowohl wir als auch die 
anderen Autoren, die mit einer Makrotechnik arbeiteten, die gréBte 
Lipaseaktivitét im Kardiadriisengebiet fanden. Volhards ,,Fundus‘- 
extrakt stammt ja auch in der Hauptsache vom Kardiadriisengebiet, 
(siehe oben), wahrend die Forscher mit Mikrotechnik die Lipaseaktivitat 
in den verschiedenen Driisengebieten gleich groB fanden. Das kénnte 
dann méglicherweise seine Erklarung darin finden, daB die, welche mit 
Mikrotechnik gearbeitet haben, mit Absicht die Stellen vermieden, 
wo die Lymphocytenanhaéufungen in der ganzen Schleimhautpartie 
dominierten und sich an die Partien hielten, wo die Driisenelemente 
vorherrschten. 

Da, wie oben erwahnt, Glick und Linderstrem-Lang und seine Mit- 
arbeiter die Mikromethode benutzten, wire eine Méglichkeit zur Lésung 


der Frage gegeben, da die Lipaseaktivitaét an Stellen des Kardiadriisen- 
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gebietes bestimmt werden kénnte, wo Lymphocytenanhaufungen vor- 
handen waren und an Stellen, wo sich keine fanden. In den betreffenden 
Abhandlungen wird nichts dariiber gesagt. Wie oben angefiihrt, fanden 
Willstatter und Memmen die Lipaseaktivitaét in Abschabungen von der 
Magenoberfliche recht groB, und Glick und Linderstrem-Lang fanden 
eine recht groBe Lipaseaktivitat in der oberen Schleimhautschicht. 
Sie meinen, daB die Oberflachenepithelzellen relativ lipasehaltig sein 
diirften, und dann kénnte dieses Verhalten vielleicht einen kleinen 
Vorsprung geben, da die relative Menge von Oberflachenepithel im 
Kardiadriisengebiet vielleicht etwas gr6éBer als in den anderen Driisen- 
gebieten ist. 

Der Umstand, daB sich in Pulver vom Kardiateil ein etwas gr6éBerer 
Lipaségehalt findet, gibt dann keinen Anhalt dafiir, da die Lipase 
ein spezifisches Sekretionsprodukt der Kardiadriisen ist, und da in 
diesem Punkte funktionelle Verschiedenheiten zwischen dem Kardia- 
driisengebiet und dem Pylorusdriisengebiet bestehen sollten. 


Zusammenfassung. 

1. Wir untersuchten die Lipaseaktivitét in getrockneten, ent- 
fetteten Praparaten vom Kardia- bzw. Fundus- und Pylorusdriisengebiet 
des Schweinemagens. 

2. Die Lipaseaktivitat war bei Praparaten vom Kardiadriisen- 
gebiet etwas (etwa 2: 1) gréBer als bei Priparaten vom Fundusdriisen- 
und Pylorusdriisengebiet. 

3. Der festgestellte Unterschied darf nicht als Ausdruck fiir Ver- 
schiedenheiten der Lipasesekretion der einzelnen Driisentypen angesehen 
werden. Die etwas gréBere Lipasemenge bei Praparaten vom Kardia- 
driisengebiet kénnte von der relativ gréBeren Menge interstitiellen 
Gewebes, speziell von mehr Lymphocyten, oder méglicherweise von 
einem gewissen Uberwiegen des Oberflichenepithels herriihren. 
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Uber die Ausscheidung von Kreatinkérpern im Fieber. 
Von 
Fritz Lieben und Erwin Asriel. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1935.) 


Vor einiger Zeit war im Rahmen einer Untersuchung! iiber die 
Beziehungen des endogen ausgeschiedenen Kreatins zum _ Eiweib- 
und Kohlenhydratstoffwechsel u.a. die Wirkung eines Fiebermittels 
(Tetrahydro-f-naphthylamins) auf die Kreatinkérperausscheidung ge- 
prift worden. Bei den Versuchstieren (Hunden) war damals unter 
dem EinfluB des Fiebermittels alsbald ein unphysiologischer Gesamt- 
zustand aufgetreten, so daB die subeutane Verabreichung etwaiger 
Muttersubstanzen des Kreatins sich als untunlich herausstellte. 
Trotzdem erschien es nicht aussichtslos, unter giimstigeren Versuchs- 
bedingungen mit Hilfe derselben Methodik auf die heute noch nicht 
befriedigend geléste Frage nach der Herkunft des Kreatins zuriick- 
zukommen. In derselben Arbeit war auch die Ausscheidungsquote 
exogen verabfolgten Kreatins beim normalen Tier ermittelt worden, 
und es erschien interessant, die eventuelle Verainderung dieser Zahl 
beim fiebernden Tier zu konstatieren. 


Wir benutzten als Versuchstiere Kaninchen, im ganzen sechs Tiere; die 
Ernahrung erfolgte, je nach der Jahreszeit, mit Gemischen von Kohl- und 
Blumenkohlblattern, Hafer, Heu und schwarzem Brot. Die Tiere fraBen 
auch waéhrend der Fieberperiode im allgemeinen mit gutem Appetit. Als 
Fiebermittel diente 1, 2, 4-Dinitrophenol (Kahlbaum) in 1% iger Lésung 
in 0,5 %igem Natriumbicarbonat. 

Die Wirkungen dieses Stoffes im Organismus sind in der letzten Zeit 
durch die Untersuchungen von A. Mayer? und seinen Mitarbeitern nach 
vielen Richtungen erforscht worden. Neuerdings hat Firth? den Gewebs- 
eiweiBzerfall bei Dinitrophenolgabe an Hunden studiert. Die vorliegende 
Untersuchung war schon ihrem Abschlu8 nahe, als eine Abhandlung von 
Kayser* zu unserer Kenntnis gelangte, der am fiebernden Menschen, sowie 
am unter «-Dinitrophenol und Tetrahydro-/-naphthylamin usw. fiebernden 
Kaninchen die Kreatininausscheidung beobachtete. Die Bestimmung des 
Kreatinins ergab jedoch wohl starke Schwankungen, doch keine Regel- 
maBigkeit, so daB der Autor keine SchluBfolgerungen itiber den Zusammen- 
hang von Muskelstoffwechsel und Kreatininproduktion zieht. Fiir unsere 
Beobachtungen sind noch die Mitteilungen von F. und W. Linneweh ® 


' F. Lieben u. D. Laszlo, diese Zeitschr. 176, 403, 1926; s. speziell 8. 415. 
2 A. Mayer u. Mitarbeiter, Ann. de Physiol. 8, 1—194, 1932; vgl. Ronas 


Ber. 69, 772ff., 1933. — * O. Firth u. S. Rapoport, diese Zeitschr. 272, 
81, 1934; dort weitere Literatur. — * Bull. Soc. Chim. Biol. 16, 1498, 


1934; dort Literatur. — ® Klin. Wochenschr. 16, 589 u. 1581, 1934. 
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bedeutsam. In einer groBen Anzahl pathologischer Harne war namlich bei 
der Bestimmung des Gesamtkreatins nach Folin em zu hoher Wert ge- 
funden worden, da eine Fraktion in Ather léslicher ,,Pseudokreatinstoffe‘ 
sich an der Farbreaktion beteiligt und diese iiber den richtigen Kreatinwert 
hinaus bedeutend erhéht. 

Wir haben die Folinsche Methode beibehalten, zumal es uns nicht 
so sehr um die absoluten Werte! zu tun war, wie um die vergleichende 
Wahrnehmung irgendwelcher regelmdBiger Abweichungen von der 
Normallage. Mit Riicksicht auf die Befunde von F. und W. Linneweh 
haben wir durch mehrere Tage beim normalen und beim fiebernden 
Tier den Harn mit Ather extrahiert und danach die Bestimmung im 
extrahierten Harn wiederholt; es war in keinem Falle eine wesentliche 
Herabsetzung des zuerst beobachteten Wertes wahrzunehmen (im 
Mittel betrug die Herabsetzung 4 bis 8%). 


I. Kreatinurie im Fieber. 


Wir verabreichten das Dinitrophenol mittels subeutaner Injektion der 
Lésung, die gewéhnlich zwischen 9 und 10 Uhr vormittags erfolgte; die 
Dosis war zuerst 5mg pro kg K6rpergewicht und wurde nach einigen 
Tagen auf 10 bis 15 mg pro kg gesteigert. Die Dosis von 15 mg ist bereits 
stark toxisch; ein zu Beginn der Versuche 4,3 kg schweres Kaninchen ging 
nach siebentagiger Injektion von je 65 mg Dinitrophenol ein. Alle anderen 
Tiere blieben am Leben und erholten sich rasch. Die Temperatur stieg von 
etwa 37,1 bis 37,5° im Laufe des Tages in den ersten Versuchstagen auf 39° 
und dariiber, spater nur auf etwa 38°. Der Abfall erfolgte meist sehr langsam ; 
oft war noch am Morgen des nachsten Tages die Temperatur deutlich iiber 
die Norm erhéht; es zeigten sich iibrigens bedeutende individuelle Varianten, 

Die Auswirkung des Dinitrophenolfiebers auf die Ausscheidung 
der Kreatinkérper nach Folin kann nun kurz dahin charakterisiert 
werden, daB die Werte fiir das priformierte Kreatinin und das Gesamt- 
kreatin wohl etwas starkere Schwankungen als in der Norm aufweisen, 
jedoch keine regelmaBige oder nur eine kurz voriibergehende Erhéhung 
iiber die Norm erkennen lassen. Dagegen ist da& haufigere Auftreten 
einer Differenz zwischen den beiden erwahnten GréBen unverkennbar, 
d.h. die Ausscheidung von Kreatin steigt im Fieber an, wie es bereits 
bei anderen Fiebermitteln Biirger? mitgeteilt hat. 

So schied ein Kaninchen in der Vorperiode ohne Fiebermittel 
und in der Zeit, wo die Dosis sich unter 10 mg pro kg befand, im Mittel 
19 mg Kreatin pro Tag aus; in der Periode, in der 10 mg Dinitrophenol 
und dariiber verabfolgt wurden, stieg die Ausscheidung im Mittel auf 
60,6 mg pro Tag. Bei den anderen Versuchstieren waren die analogen 
Zahlen : 


1 Uber neuere Verbesserungen der Methodik vgl. besonders H. Lieb 
u. M.K.Zacherl, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 169; 226, 130, 1934. — 
2 Vel. M. Bairgers Ref. in Klin. Wochenschr. 2, 33 u. 87, 1923. 
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Kreatin im Harn 
Dosis pro Tag —_——— sithndhinduaieiiie nannies 


mg mg mg 


< 10mg prokg . . 18 8,6 2.8 
Pais Gmc co. Se 66,5 29,2 9.5 


Dem Versuchstier, auf das sich die letzten Zahlen beziehen, mit einem 
Gewicht von 2,70 kg, wurden bei einem spateren Versuch 20 bis 30 mg 
Dinitrophenol verabfolgt. Das Tier schied im Mittel 5,3 mg Kreatin 
aus; nach Anstieg der Dosis auf 35 mg pro Tag (durch 4 Tage) und weiterer 
Gabe von 30 mg Fiebermittel (durch 3 Tage) stieg die Ausscheidung 
auf 15,4 mg; dieses Tier sprach also — zum zweiten Male in Versuch 
genommen — erst auf eine relativ héhere Dosis an. So kénnen sich 
hier wie bei allen Tierversuchen individuelle Differenzen geltend 
machen. Die Tatsache der erhéhten Kreatinurie im Dinitrophenol- 
fieber ist wohl als feststehend zu betrachten. 


II. Ausscheidungs quote. 


Es handelte sich ferner darum, die Ausscheidungsquote exogen 
verabfolgten Kreatins beim fiebernden Tier festzustellen. Die schon 
friiher bestimmte Ausscheidungsquote beim normalen Kaninchen! 
fanden wir sehr hoch: zu etwa 80 bis 100%; demgegeniiber war 
dieselbe beim fiebernden Tier im wechselnden Ausma, aber deutlich er- 
niedrigt. 

Z. B. Kaninchen von 2,80 kg (mannlich); ab 23. Februar 1934 


im Versuch; erhalt ab 6. Marz 15 mg, ab 8. Marz 20 mg Dinitrophenol ; 
fiebert bis 39°. 





Harn- | Kreatinin, | Gesamt- ere : 
Datum veleune pattieaeatent Kreatin Kreatin | Gesamt-N Bemerkungen 
1934 ecm mg mg mg | g 
7. Il. 250 91 107 16 1,82 15 mg Dinitrophenol 
8. IIT. 335 174 174 0 1,22 we . ‘ 
9. ITI. 350 94 223 129 2,84 20 . - 

10. III. 300 120 264 144 2,27 oo ‘* 

11. IIL. 350 112 158 46 1,62 . ‘ 

12. III. 875 158 158 0 2,31 oe » 

13. III. 320 117 123 6 2,51 20 mg Dinitrophenol, — 
ferner in 2 Dosen je 
10cem Kreatin, 1 °/ 
(= 200 mg) in physiol. 
NaCl 

14. II. 325 149 224 75 2,64 20 mg Dinitrophenol 

15.11. 290 101 101 0 1,20 , . 

16.10.) 360 118 118 0 2,67 -. ‘ 


1 Vgl. V.C. Myers u. M.S.Fine, J. of biol. Chem. 16, 169, 1913. 
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Man sieht hier gleich bei Verabreichung der ersten Dosis von 20 mg 
Dinitrophenol einen Anstieg der Gesamtkreatinausscheidung,  ver- 
ursacht durch starke Kreatinurie; die Kreatinurie sinkt wahrend der 
weiteren Versuchstage im Fieber auf niedrigere Werte ab. — Am Tage 
nach der Kreatininjektion steigt jedoch das Gesamtkreatin abermals 
sprunghaft um 100 mg an, worauf die Werte sofort wieder zur Norm 
zuriickkehren. Man kann héchstens 100 mg Kreatin, also 50% der 
eingebrachten Menge als ausgeschieden betrachten. Ein anderer Fall 
lieferte ungefahr dieselbe Ausscheidungsquote; in einem dritten Fall 
war dieselbe Zahl noch niedriger: 25 bis 30°. Es wird beim fiebernden 
Tier offenbar ein héherer Anteil des exogen eingefiihrten Kreatins 
zerstort als beim normalen. — 

Es sei noch erwahnt, daB wir die Ausscheidungsquote auch bei einem 
kastrierten' méannlichen Kaninchen von urspriinglich 3,10 kg feststellten. 
Das Tier hatte Fett angesetzt und wog vor dem Versuch 5,25 kg. Die 
verabreichte Dosis von 200 mg Kreatin gab wohl zu einer geringen Kreatin- 
urie, doch iiberhaupt zu keiner Erhédhung des Gesamtkreatins Anla8. 





ais Harn- Kreatinin, yesamt- Kreati ooat 
“ volumen  praformiert; Kreatin ee | eee Bemerkungen 
1934 ecm mg | mg mg & 
17. XII.|| 560 218 218 0 2,94 
18. XII. 380 213 213 0 2,88 
19. XII. | 280 197 197 0 2.88 2 Dosen von je 10 cem 
i} Kreatin, 19/9 (= 200 mg) 
i} in physiol. NaCl 
20.XII.|| 500 168 216 48 2,29 
21. XII. 430 224 237 13 2,32 
22. XII. 580 204 204 0 2,40 


Der Versuch wurde noch zweimal mit dem gleichen negativen Ergebnis 
wiederholt. Es kann natiirlich aus diesen an einem Tier gewonnenen Zahlen 
ein Schlu8 nicht gezogen werden, inwieweit es sich hier um eine individuelle 
Eigentiimlichkeit handelt, oder ob etwa kastrierte Tiere injiziertes Kreatin 
iiberhaupt nicht ausscheiden; es ist immerhin bemerkenswert, da bei 
demselben Tier vor der Kastration im Fieber noch etwa 20 bis 25% des ein- 


gebrachten Kreatins im Harn erschienen. 


Ill. Einflu8 eingebrachter Aminosaiuren auf die Kreatinausscheidung 
im Fieber. 

Da die mit Dinitrophenol behandelten Tiere sich im allgemeinen 
bei unseren Versuchen nicht allzusehr vom physiologischen Zustand 
entfernten, war es méglich, Stoffe, die als Muttersubstanzen des Kreatins 
in Betracht kommen konnten, wahrend der Fieberperiode subcutan 
einzufiihren und ihre eventuelle Wirkung auf die Kreatinkérper- 


' Vgl. Beziehungen von Ovariektomie und Kreatinstoffwechsel bei 
J. Shrire u. H. Zwarenstein, Biochem. J. 28, 356, 1933. 
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ausscheidung zu studieren. Als Muttersubstanzen kommen vor allem 
die Aminoséuren Arginin, Histidin und Glykokoll in Betracht. Ein 
sicheres, regelmafig wiederkehrendes Ergebnis war in den angefiihrten 
Versuchen nicht zu erzielen. Allerdings war — speziell beim Glykokoll - 
bei einem fiebernden Tier eine stets eintretende Steigerung des Gesamt- 
kreatins unverkennbar. 


Kaninchen von 4,30 kg, mannlich. 





Gesamt- 





D Harn- Kreatinin, 
atum yolumen  priformiert Kreatin Bemerkungen 


Kreatin  Gesamt-N 
1934 | eem mg mg mg 4 
19.IV. 550 215 239 24 1,86 50 mg Dinitrophenol 
20.1V. 680 170 188 18 1.51 50 mg Dinitrophenol 
+ 300 mg Glykokoll 
in physiolog. NaCl 
21. IV. 595 258 | im Mittel 300) im Mittel) 42 2,09 50 mg Dinitrophenol 
22.IV.: 480 (165) 212 (165) 232 0 1,46 50, rt 
23. LV. 700 266) im Mittel312)imMittel 46 2,03 50 , ; 


24.1V. 380 117{ 191 (162) 237 45 1,52 |iso , 


Man sieht die starken taglichen Schwankungen im Fieber, jedoch 
dariiber hinaus keinen deutlichen Einflu8 der Glykokollgabe. Abhnlich 

mitunter auch ohne die verzeichneten Schwankungen — verlief 
der Versuch bei wiederholten weiteren Gaben von je 300 mg Glykokoll, 
Arginin oder Histidin. Hingegen muB in dem folgenden Versuch eine 
Steigerung der Kreatinausscheidung wohl konstatiert werden. 


Kaninchen von 3,40 kg, mannlich. 





, | Harn- Kreatinin, | Gesamt- ss ae a 
Datum || yolumen | priformiert| Kreatin Kreatin Gesamt-N iessibpnaieen 
1934 ecm mg mg mg g 

7. ¥% 180 91 114 23 1,28 40 mg Dinitrophenol 

8. VL 240 124 124 0 ad 40 mg Dinitrophenol 
+ 300mg Glykokoll in 
physiol. NaCl 

9. VI 330 145 239 94 1,86 40 mg Dinitrophenol 

10. VI 400 128 217 89 1,73 40, ‘ 

11. VI 390 93 122 29 1,57 40 , ‘ 


Man kann aus diesem Versuch auf eine Umwandlung von etwa 
40%, des eingebrachten Glykokolls schlieBen. Eine Wiederholung des 
Versuchs am selben Tier nach einigen Tagen lieB eine etwa 25% ige 
Umwandlung der gleichen Dosis Glykokoll erkennen. Das Tier reagierte 
auch auf eine Gabe von 300 mg Histidin, von dem etwa !/;, umgerechnet 
als Kreatinkérper, im Harn ausgeschieden wurde. 

Bei den normalen Tieren wurden durch die erwahnten Amino- 
sauren niemals irgendwelche Steigerungen der Kreatinkérperelimination 
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durch den Harn ausgelést. Beim kastrierten Kaninchen konnte auf 
Glykokollgaben zweimal eine geringfiigige Steigerung wahrgenommen 
werden. 

Zusammenfassung. 

1. Bei subcutaner Verabreichung des Fiebermittels 1, 2, 4-Dinitro- 
phenol am Kaninchen ist ein eindeutiger EinfluB auf die Aus- 
scheidung des Kreatinins und des Gesamtkreatins nicht wahrzunehmen, 
wohl aber ist die Differenz beider GréBen, das Harnkreatin, deutlich 
gesteigert. 

2. Die Ausscheidungsquote an subcutan eingefiihrten Kreatin, 
die wir bei normalen Tieren sehr hoch (80 bis 100°) fanden, ist beim 
fiebernden Tier deutlich erniedrigt: auf 25 bis 50%. 

3. Die zusatzliche Eingabe von eventuellen Kreatinmuttersubstanzen 
(Arginin, Histidin, Glykokol]l) bei den Tieren im Dinitrophenolfieber 
fiihrte nicht zu regelmaBig reproduzierbaren Ergebnissen. Immerhin 
war bei einem Versuchstier nach Glykokoll- sowie nach Histidingabe 
eine deutliche Erhéhung der Gesamtkreatinkérper sowie des Harn- 
kreatins wahrzunehmen. — Dagegen war bei den normalen Tieren 
durch subeutane Zufuhr der genannten Aminosaduren niemals ein Effekt 
zu erzielen. 

















Uber das Verhalten der Kombination Glykokoll— Alkohol 
gegeniiber mit Sauerstoff geschiittelter Hefe. 
Von 
Fritz Lieben und Stefan Molnar. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1935.) 


Es ist nicht daran zu zweifeln, daB im Zellgeschehen des Organis- 
mus Reaktionen zwischen Abkémmlingen der Kohlenhydrate und 
solchen des Eiweibes eine gewisse Bedeutung zukommt. Um das Ver- 
halten eines solchen Systems unter relativ einfachen Versuchsbedin- 
gungen kennenzulernen, wurde vor kurzem die Kombination Aldehyd 
Aminosadure in Gegenwart von mit Sauerstoff durchliifteter und ge- 
schiittelter Hefesuspension studiert!. 


Es hat sich gezeigt, daB sich aus dem Gemisch Glykokoll—Acetaldehyd 
Hefe mehr CO, entwickelte, als es bei den Kontrollproben ohne Glykokoll 
der Fall war, obwohl dieses allein bei unserer Versuchsanordnung keine 
CO, produziert; ferner, daB in dem genannten Gemisch eine gréBere Ver- 
mehrung der Hefesubstanz erfolgt, als im Kontrollversuch ohne Acetaldehyd, 
obwohl dieser letztere allein einen Aufbau zu Hefesubstanz nicht erfahrt. 
Zur Erklarung des Mechanismus dieses Vorganges wurde die Hypothese auf- 
gestellt, daB die Mehrverbrennung des Aldehyds fiir den Mehraufbau der 
Aminosaure die Energie liefert. Ob die beiden Komponenten sich zundchst 
voriibergehend zu einer Art Schiffschen Verbindung vereinigen, konnte 
nicht festgestellt werden. Unsicher blieb auch, ob es sich bei Aufnahme der 
Aminosauren durch die Hefe um einen echten Aufbau zu Hefeleibessubstanz 
handelt, oder ob die Anwesenheit des Aldehyds nur die Adsorption der 
Aminosaure férdert. Fiir die erstere Annahme spricht die Spezifitat der 
geschilderten Erscheinungen, die bei Glykokoll, d-Alanin und d, |-Phenyl- 
alanin, nicht aber bei d, ]-Alanin und Prolin auftreten; jedenfalls reagieren 
optisch aktive Verbindungen rascher als optisch inaktive; méglicherweise 
reagieren die optischen Antipoden der natiirlichen Aminosaéuren gar nicht. 
Allerdings ist die zweite Méglichkeit nicht voéllig auszuschlieBen, zumal 
neuerdings Erfahrungen iiber eine ungleiche Adsorption optisch isomerer 
Stoffe durch lebendes Gewebe mitgeteilt wurden®. Versuche, den auf- 
gebauten Amino-N durch Kochen mit Wasser oder Trichloressigsaure wieder 
herauszuwaschen, ergaben von uns wiederholt ausgefiihrt ungleich- 
maBige Resultate. 


Bei den nunmehr zu schildernden Versuchen mit der Kombination 
Aminosdure —Athylalkohol konnte, wie gleich erwahnt sei, eine Ent- 


1 F. Lieben u. V.Getreuer, diese Zeitschr. 269, 69, 1934. — * G.H. 
Richter u. R. C. Dosser, ebenda 268, 399, 1933. 
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scheidung in der Frage des Mechanismus des vorhin erwahnten Systems 
nicht herbeigefiihrt werden, zumal derselbe hier jedenfalls ein véllig 
anderer ist als in dem bisher besprochenen Fall. Die Versuchslage 
wird dadurch kompliziert, daB, im Gegensatz zu den Versuchen Al- 
dehyd—Aminosaure, hier auch die zweite Komponente des Systems, 
der Alkohol, bei unserer Versuchsanordnung assimiliert wird, wie schon 
Lundin' in genauen Versuchen festgestellt hat. Es ist ferner die Spezifi- 
tat der sich abspielenden Reaktionen in bezug auf die optische Aktivitat 
der Aminosauren hier viel weniger deutlich, als bei den analogen Aldehyd- 
versuchen. 

Uber die Umwandlungen des Alkohols durch Hefe liegen neuerdings 
wichtige Arbeiten von Wieland? vor, die mit einer von der unseren 
etwas abweichenden Methodik eine tiberwiegend oxydative Zerstérung 
des Alkohols, ferner eine partielle Umwandlung desselben in Hefe- 
substanz, und zwar vorwiegend in solche lipoider Natur, feststellen. 


Versuchsanordnung. 

Kolben A: 1 g Glykokoll, 1 eem Alkohol (790 mg), 50 g Hefe (Mauthner- 
sche PreBhefe), 500 cem Leitungswasser. 

Kolben B: Dasselbe ohne Alkohol oder ohne Glykokoll. 

Ks wurde unter Durchleiten von Sauerstoff aus einer Bombe 9 Stunden 
lang geschiittelt. Die entwickelte CO, wird in je drei Vorlagen mit 
500, 200 und 100 cem n/5 Ba(OH),-Lésung aufgefangen. Die Hefeproben 
werden zur folgenden Trocknung und Wagung iiber gewogenem Kieselgur 
abgesaugt. Die Aminosiuren im Hefefiltrat werden durch Formoltitration 
nach Serensen, der Alkohol nach Nicloux-Hamill in der von Lundin ge- 
schilderten Weise bestimmt’. 

Es ergab sich: 1. bei den Versuchen Kolben A (beide Komponenten), 
Kolben B (Alkohol) zunachst eine geringfiigige CO,-Mehrentwicklung 
in A; CO, kommt nach Lundin sekundaér aus dem als Hefesubstanz 
assimilierten Alkohol. — 2. Bei derselben Versuchsanordnung wurde 
in A im Hefefiltrat mehr Alkohol vorgefunden als in B, d. h. es wurde 
im Kolben A, der beide Komponenten enthalt, weniger Alkohol auf- 
gebaut bzw. sonst verdndert als im Ansatz B. — 3. In den Versuchen 
Kolben A (beide Komponenten)—Kolben B (Glykokoll) wurde in A 
im Hefefiltrat nach Serensen weniger Glykokoll (als Amino-N) gefunden 
als in B; d.h. es ist in A mehr Glykokoll von der Hefesubstanz auf- 
genommen worden, analog, wie dies bei dem System Aldehyd —Amino- 
siure beobachtet worden war. 

Aus den Tabellen entnehmen wir: 1. In Tabelle | ist, wie erwahnt, 
die CO,-Entwicklung in A zumeist (auBer in Nr. 6) um ein Geringes 


| H. Lundin, diese Zeitschr. 142, 404, 1923. — *? H. Wieland u. 
F. Wille, Ann. 503, 70, 1933; 515, 260, 1935. — *% H. Lundin, diese 
Zeitschr. 141, 310, 1923, und zwar S. 317. 
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Tabelle I. 
50 g Hefe, 500cem Leitungswasser; in A 1g Glykokoll, 1 cem (790 mg) 
Alkohol, in B 1 ecem Alkohol; 9 Stunden Schiitteln unter O,-Durchleiten. 
In B war der Amino-N-Wert nach Serensen Null. 





CO, entwickelt 


: Alkobol in mg Im Hefefiltrat nicht mehr 
Re Bal oy im Hefefiltrat nachweisbar ** 
Nr. Amino-N 
im Hefe- Glykokoll Alkohol Alkohol 
A B filtrat A A B in A in A in B 
mg mg mg 
1* | 269 216 271 470 362 545 320 428 
2 259 240 79 421 273 583 369 517 
3 333 325 101 266 239 470 524 551 
4 226 210 58 493 315 690 297 475 
5 440 370 28 84 66 850 706 724 
6 312 340 47 290 39 755 500 751 
7 291 257 58 276 6 700 514 784 
8 301 246 73 250 180 616 540 610 
Mittelwert : 650 471 | 605 
* In Versuch Nr.1 wurden 2g Glykokoll verwendet. ** Die Glykokollwerte werden 


aus dem Amino-N des Hefefiltrats durch Subtraktion yon 187mg (N-Gehalt von 1 g Glykokoll) 
und Multiplikation des Restes mit 5,4 (75:14) berechnet. Die Alkoholwerte wurden durch 
Subtraktion der Menge im Hefefiltrat von 790 mg berechnet. 


Tabelle II. 
50g Hefe, 500 ccm Leitungswasser; in A 1g Glykokoll, 1 cem (790 mg) 
Alkohol; in B 1g Glykokoll; 9 Stunden Schiitteln unter O,-Durchleiten. 








mie hee ee —— - mg Im ee en mehr 
Barytlésung Hefefiltrat im Hefefiltrat nachweisbar 
OF Pace ben sone. Se ce er boon Glykokoll| Alkohol | Glykokoll 
A B A B A B in A in A in B 
mg mg mg 
1 | 108 145 
2 , 7% | 128 
3 | 56 92 
4 i 7 80 
5 380 328 || 57 90 247 83 702 626 524 
, =. . . : 
6 308 240 | 59 90 301 30 691 519 524 
| 
7 376 88 | 50 151 38 15 740 767 194 


héher als in B; in Tabelle II sind die Werte in A natiirlich ausgesprochen 
hoher, als die ,,Blindwerte“ in B, da das zugesetzte Glykokoll ja wesent- 
liche CO,-Mengen nicht liefert!. 2. Die Amino-N-Werte (Tabelle I) 
zeigen, daB mehr Glykokoll in Gegenwart von Alkohol aus dem Hefe- 
filtrat verschwindet als ohne den letzteren. Die nach Kjeldahl be- 
stimmten Zahlen fiir den Gesamt-N des Hefefiltrats ergaben ungefahr 
die gleiche Differenz zwischen A und B wie die Serensen-Werte, was 


1 F. Lieben, diese Zeitschr. 182, 180, 1922. 
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beweist, daB sich das Glykokoll im Filtrat nicht zum Teil in andere 
Produkte (ohne freien Amino-N) verwandelt hat. Da wir fiir eine in 
Betracht kommende Desaminierung bei unseren Versuchen auch keine 
Anhaltspunkte haben (s. Lieben und Getreuer, 1. c. 8.70) miissen wir 
wohl schlieBen, daB das verschwundene Glykokoll vollkommen von der 
Hefe aufgenommen wurde; es bleibt allerdings dahingestellt, ob als 
Hefenleibessubstanz oder in adsorbierter Form. 3. Tabelle I zeigt ferner, 
daB im Hefefiltrat durchwegs mehr Alkohol in A am Ende des Versuchs 
zuriickbleibt als in B. Fiir diese Beobachtung bieten Versuche von 
Widmark! eine gewisse Analogie, der berichtet, daB in Alkohol geléstes 
Glykokoll und Alanin die Adsorption des Alkohols in die Blutbahn 
betrachtlich hemmt. 

Die Bestimmung des Alkohols liefert allerdings (s. Tabelle IIT, B) einen 
Blindwert, der bei Berechnung des verschwundenen Alkohols in Rechnung 
gestellt wurde; in Tabelle I wurde der Blindwert nicht ermittelt, da er ja 
fiir die uns hauptsachlich interessierende Differenz zwischen A und B 
belanglos ist. 

Was ist nun das Schicksal des im Hefefiltrat nicht mehr auffind- 
baren Alkohols? Diese Frage konnte nicht befriedigend beantwortet 
werden. Er wird offenbar nicht vollkommen zu Hefesubstanz aufgebaut 
bzw. verbrannt, und zwar ergibt sich aus Bilanzversuchen (s. u.), daB 
besonders in A, also in Gegenwart des Glykokolls, eine noch nicht sicher- 
gestellte Umwandlung des Alkohols eintritt. Diesbeziiglich konnten nur 
negative Feststellungen gemacht werden: eine Oxydation zu Aldehyd 
und zu leicht fliichtigen Sauren (Essigséure) hat nicht stattgefunden. 
Das Hefefiltrat war weder nach dem Versuch sauer, noch ergaben 
sich nach Ansaéuern mit verdiinnter Schwefelsaure und nach direkter 
Destillation oder Wasserdampfdestillation wesentliche Mengen fliich- 
tiger Sauren:; die gefundenen Mengen waren in A und B iiberdies un- 
gefahr gleich, also fiir die Bilanz belanglos. Es ist aber natiirlich nicht 
auszuschlieBen, da sich aus dem Alkohol gréBere Mengen von mit 
Wasserdampf nicht-fliichtigen Sauren, wie etwa Bernsteinsdure, gebildet 
haben, deren Aziditét durch die Hefensalze vielleicht abgepuffert 
wird. Die Entstehung von Bernsteinsiure und Citronensaure aus Essig- 
siure durch Hefe hat Wieland? vor kurzer Zeit nachgewiesen. Der 
Rest des Alkohols mu8 wohl von der Hefe aufgenommen worden sein. 
Wir untersuchten noch, ob aus dem abfiltrierten Hefenriickstand 
locker adsorbierter Alkohol oder Acetaldehyd wahrend des Trocknens 
entweicht; doch waren auch diese Mengen ganz geringfiigig und fiir die 
Bilanz belanglos, da sie in A und B nicht verschieden waren. — Fiir die 


1 BE. M. P. Widmark, diese Zeitschr. 265, 237, 1933; 267, 135, 1933; 
270, 297, 19384. — * H. Wieland u. R. Sonderhoff, A. 499, 213, 1932. Die 
benutzte Hefensuspension war hier allerdings zuvor durch 20stiindiges 
Schiitteln unter O, von oxydierbaren Zellinhaltsstoffen befreit worden. 
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Bilanzen konnten demnach nur die sichergestellten Differenzen zwischen 
den in den Ansatzen A und B gemessenen Mengen von CQ,, Alkohol 
und Glykokoll in Betracht kommen. Hierbei wurde in Rechnung gestellt 
(aus Tabelle 1): die Aufnahme von Glykokoll in A, die Differenz zwischen 
den aus A und B entwichenen CO,-Mengen (A > B) auf Alkohol um- 
gerechnet, und schlieBlich die Differenz zwischen dem Alkoholaufbau 
in A und B (B> A). Die sonst in einzelnen Fallen konstatierten Um- 
wandlungsprodukte (Spuren von fliichtigen Sauren, Aldehyd usw.) 
wurden in die Bilanzen nicht eingesetzt. Aus den erwahnten drei Daten 
ergab sich nun rechnerisch ein Gewichtsplus in A, das der Differenz 
der Trockenrickstandsgewichte (A minus B) entsprechen sollte. Die 
nach erfolgtem Trocknen der Riickstande im Trockenschrank bis zur 
Gewichtskonstanz erhaltenen Differenzen blieben aber in fast allen 
Versuchen hinter den berechneten Werten zuriick, z. B. s. Tabelle I, Nr.4. 


aon Darn Free Te Be Se SE EO a Ca eae 
Atmohotitferent, Plus mB 0 ew 8 ew ONCE 
CO,-Differenz (als Alkohol berechnet), PlusinB. . . . . . . 0,036g 
Rite See OROMIIES occ a ws pies eee ee eee 
Pee ec ER fie kn en ae Reale Fy, eee 


Differenz: 0,28 g 


Da die hier ersichtliche Gewichtsdifferenz stets in A auftrat, muB 
hier offenbar noch ein Umwandlungsprodukt des Alkohols vorliegen, 
das nicht gefaBt wurde. (Bildung von Bernsteinséure aus dem Alkohol, 
besonders in Gegenwart von Aminosauren ?) 


Gegeniiber dieser Unklarheit bleibt andererseits festgestellt, dab 
in A mehr Glykokoll und weniger Alkohol verschwindet als in den analogen 
Proben B mit Glykokoll bzw. Alkohol allein. Diese Erscheinung 
laBt sich vielleicht dahin deuten, daB die Tendenz besteht, daB Alkohol 
und Glykokoll — méglicherweise in Gestalt irgendeiner  voriiber- 
gehenden Verbindung — im molaren Verhaltnis 1:1 durch die Hefe 
einer Veranderung unterzogen, zum Teil wohl von der Hefe aufgenommen 
werden. 


Vergleichen wir die Mengen Alkohol und Glykokoll, die im Hefe- 
filtrat nicht mehr nachweisbar sind, berechnet in Millimolen, in den 
Versuchen a), wo jede Komponente fiir sich allein mit Hefe geschiittelt 
wurde, mit den analogen Zahlen in den Versuchen b), in denen die 
beiden Komponenten gemeinsam mit der Hefe angesetzt waren, so 
finden wir folgende Mittelwerte: 








Millimol Millimol Verhdltnis 


Zahi der Versuche Alkohol Glykokoll der Molzahlen 
ES Se ee ee ae Te eens 13,2 5,6 2,36 
b) Samtliche in den Tabellen enthaltene . 11,6 9.0 1,29 


11” 
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Die Annaherung an das Verhaltnis 1:1 erfolgt durch Erhéhung 
der Glykokollaufnahme und Herabsetzung der Alkoholaufnahme bzw. 
-umwandlung: doch wird das genannte Verhaltnis nicht véllig erreicht. 

Bei der Kombination d, l-Alanin—Alkohol sind die Erscheinungen 
denen bei Verwendung von Glykokoll sehr ahnlich; ein deutlicher 
Unterschied wie bei den Acetaldehydversuchen zeigt sich nicht. 


Zusammenfassung. 


Von dem System Aminosdiure —Aldehyd und O,-geschiittelter Hefe 
unterscheidet sich das analoge System Aminosaiure — Alkohol dadurch, 
daB beide Komponenten bei der vorliegenden Versuchsanordnung 
von der Hefe aufgenommen werden. Die Aufnahme von Glykokoll 
wird durch die Anwesenheit von Alkohol gesteigert, wie dies auch bei 
Anwesenheit von Aldehyd der Fall ist. Der Aufbau bzw. die sonstigen 
Umwandlungen des Alkohols werden durch die Anwesenheit des 
Glykokolls gehemmt, d. h. es bleibt mehr Alkohol im Hefefiltrat zuriick 
als in der Kontrollprobe ohne Aminoséure. Beide Erscheinungen 
lassen sich vielleicht deuten durch die T'’endenz der beiden Komponenten, 
miteinander im molaren Verhaltnis 1:1 — voriibergehend — zu rea- 
gieren, um dann weitere Umwandlungen zu erfahren. Wahrend das 
im Hefefiltrat nicht mehr nachweisbare Glykokoll offenbar ganzlich 
von der Hefensubstanz aufgenommen wird, wird der Alkohol wohl 
noch in anderer Art umgewandelt, und zwar speziell in Anwesenheit 
von Glykokoll, wie aus den besprochenen Bilanzen geschlossen werden 
muB. Das Manko in diesen Bilanzen konnte noch nicht aufgeklart 
werden. 

















Studien in der Chlorophyllgruppe. XXI. 
Von 
L. Marehlewski. 


Uber Anhydro-Phyllotaonin und die Phyllohaematochromogene'. 
Von 
L. Marehlewski und W. Urbanezyk. 
(Aus dem physiol.-chem. Institut der Universitét Krakau.) 
(Eingegangen am 22. Februar 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit teilten wir mit?, daB die Umwandlung des Chloro- 
phylls im Organismus der Seidenraupe anders verlauft als im Organismus 
des Wiederkauers. Wahrend hier Phylloerythrin gebildet wird, findet 
dort nur Abspaltung von Phytol und Magnesium statt und Phyllo- 
eyanin erscheint als Hauptprodukt der Umwandlung. Das daneben 
gefundene Anhydro-/-Phyllotaonin erscheint als Kunstprodukt, welches 
der Einwirkung von Alkalien auf das vorhandene Phyllocyanin seine 
Entstehung verdankt. Etwas spater gelangten H. Fischer und Handschel* 
zu demselben Resultat, wobei es ihnen gliickte, das Phyllocyanin in 
reinem Zustande zu isolieren. Als Ergebnis sekundarer Einfliisse 
isolierten sie ,,Phaopurpurin 7 und 18** von Conant und Mitarbeitern. 
Das frither als charakteristisches Umwandlungsprodukt des Chlorophylls 
im Raupenorganismus aufgefaBte ,,Phyllobombycin* erwies sich als 
eine Molekilverbindung von Phyllocyanin und Phaopurpurin 7. 


Beziiglich der Natur des Anhydro-f-Phyllotaonins haben wir die 
Ansicht ausgesprochen, daB es mit Phaopurpurin 18 identisch ist. 
Wie einer Privatmitteilung zu entnehmen war, wurde diese Ansicht auch 
von Conant geteilt. Inzwischen erschien eine Untersuchung von Fischer 
und seinen Schiilern, in welcher Phaopurpurin 18 einem erneuten 
Studium unterworfen wurde, aus welchem sich ergab, daB diese Substanz 
ein C-Atom weniger enthielt als die Formel von Conant fiir Purpurin 18 
und fiir Anhydro-Phyllotaonin von Marchlewski und Malarski. Fischer 
zeigte auch, dais bei der Umwandlung von Phyllocyanin in Phao- 
purpurin 18 ein Kohlenstoff in Form von Ameisensaure eliminiert 
wird. Spater wurde das Problem von Dietz und Ross® abermals bear- 
beitet und die neue Formel bestatigt. Die Eliminierung eines C- Atoms 


' Vorgelegt der Polnischen Akademie der Wissenschaften. — ? Diese 
Zeitschr. 253, 166, 1933. —- * Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 250, 1933. — 


4 Liebigs Ann. 498, 199, 1932. — ° J. Amer. chem. Soc. 56, 159, 1934. 
Biochemische Zeitschrift Band 277. 12 
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wurde jedoch nicht durch Abspaltung als Ameisensdure, sondern einfach 
durch Entbindung von CQ, erklart, welches auch nachgewiesen wurde. 

Die modifizierte Forme] fiir Anhydrophyllotaonin — involviert 
natiirlich eine von uns diskutierte Modifikation der Konstitutions- 
formel; die CH,-Gruppe am y-C-Atom fallt weg. 

Fur die neue Anhydro-f-Phyllotaonin-Formel spricht auBer den 
von Fischer sowie von Dietz und Ross gegebenen Argumenten besonders 
noch die Tatsache, daB wahrend Phyllocyanin mit Alkalien auf héhere 
Temperaturen erhitzt immer ein Gemisch von beiden Phylloporphyrinen 
gibt, Anhydrophyllotaonin nur «-Phylloporphyrin liefert, was in den 
friiheren Arbeiten von Marchlewski und seinen Mitarbeitern haufig 
hervorgehoben wurde. Dank der synthetischen Arbeiten von H. Fischer 
steht es fest, da $-Phylloporphyrin y-Methyl-x-Phylloporphyrin ist, 
und im Anhydrophyllotaonin fehlt das C-Atom, welches diese Methy]l- 
gruppe liefern kénnte. Erneute Versuche, die wir ausgefiihrt haben, 
bestatigen véllig die alten Befunde. Wir benutzten zu denselben sowohl 
Phyllocyanin als auch a-Phaophorbid, welches wir der Liebenswiirdigkeit 
des Herrn Prof. Dr. A. Stoll verdanken. Immer wurde ein Gemiscli 
von a«- und f-Phylloporphyrin erhalten, welches nach der von 
Marchlewski und Robel! angegebenen Methode getrennt werden konnte. 
Andererseits bestatigten Versuche mit Anhydrophyllotaonin, daB hier 
auBer weniger basischen Produkten immer nur «-Phylloporphyrin 
entsteht (Pyrroporphyrin der spaiteren Autoren). 

In den Besitz von etwas gréBeren Mengen der Porphyrine gelangt, 
haben wir friihere Versuche iiber Phyllohimine ergainzen k6énnen. 
Die Bildung dieser Kérper hat Marchlewski wohl mit Recht fiir den 
besten Beweis seiner Behauptung beziiglich der nahen Verwandtschaft 
des Chlorophylls und Blutfarbstoffs betrachtet, da die Kigenschaften 
dersélben so frappant den Eigenschaften des Bluthémins des Krakauer 
Anatomen 7'eichman ahnelten. Mit der Zeit hat die Chemie der Hamine 
dank der Arbeiten von Anson und Mirsky? eine bedeutende Vertiefung 
erfahren. Durch die grundlegenden Arbeiten von Nencki und seiner 
Schule wuBte man, daB Hamin Chlor enthalt, welches durch Alkalien 
eliminiert werden kann und nun zu Hamatin wird. Wird letzteres 
mit dem Stockschen Reagens reduziert, so entsteht Hamatochromogen, 
von welchem Anson und Mirsky zeigen konnten, daB es seine Entstehung 
der Anwesenheit einer Stickstoffbase neben dem reduzierenden Agens 
zu verdanken hat. Ist eine solche Base nicht vorhanden, so liegt Him 
vor, welches zweiwertiges Eisen enthalt, wahrend die Kombination 
des Haims mit einer Base, auch einem basischen EiweiB, Hamato- 
' Diese Zeitschr. 32, 204, 1911; 89. 6, 1912; vgl. auch Bull. de la 
Soc. de chimie biolog. 697, 1931. — ? The J. of Physiol. 60, 50, 1925. 
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chromogen liefert. Nachdem vor Jahren die Phyllohamine nach der von 
Zaleski beim Mesoporphyrinhémin geschaffenen Methode dargestellt 
wurden, konnten auch die entsprechenden Phyllohamatochromogene 
mit Hilfe des Stockschen Reagens erhalten werden. Sie wurden optisch 
untersucht und hierbei eine groBe Ahnlichkeit mit dem Bluthamato- 
chromogen konstatiert, wobei das dem $-Phylloporphyrin entsprechende 
dem Blutfarbstoffderivat naher stand als das andere. Die Untersuchung 
beschrankte sich auf den langwelligen Teil des Spektrums. Die 
erneute Untersuchung bestatigte die friiheren Befunde  vollstandig 
und sie konnte auch auf den kurzwelligen Teil des Spektrums er- 
weitert werden, wobei natiirlich die Ergebnisse der Anson- Mirskyschen 
Arbeiten beriicksichtigt wurden. Frisch nach der Methode von Nencki 
und Sieber dargestelltes und nach Schalfejew gereinigtes Himin wurde 
durch Natronlauge in Haimatin iibergefiihrt und dieses mit Hilfe von 
Schwefelwasserstoff in Ham umgewandelt. Die Anwendung von Hydro- 
sulfit muBte unterlassen werden, da dasselbe kurzwelliges Licht sehr 
stark absorbiert. Andererseits wurde Ham mit Hydrazinhydrat be- 
handelt, wobei das Chromogen entstand. Die optische Untersuchung 
geschah mit Hilfe der Spekkerschen Apparatur von Hilger, welche wir 
fiir bequemer und genauer als die Sektormethode ansehen, welche bis 
vor kurzem in allen unseren Untersuchungen tiber die Absorption von 
ultraviolettem Licht durch organische Substanzen Anwendung fand. 
Als Lichtquelle diente ein Funken von hoher Spannung zwischen Stahl- 
Wolfram-Elektroden. 

In ganz der gleichen Art wurden die beiden Phyllohamatochromo- 
gene untersucht. 

Bluthadmatin, 

Bereitet wurde eine Lésung, welche in 0,5 Liter n/10 Natronlauge 
0,0518 g Hamin enthielt. Diese Lésung wurde mit Wasser vierfach 
verdiinnt und bei einer Schichtdicke von 0,5 cm untersucht. Abgelesen 
wurden die Werte: 








a A log & a A log e 
0,4 4350 4,304 0,8 4070 3272 4,605 
0,5 4230 3015 4,401 0,9 4030 3370 4.656 
0,6 4160 3087 4.480 1,0 3995 3470 4,702 
0,7 4100 3180 4,547 1,1 3950 3720 4,743 

1,2 3910 3790 4,781 


Die molare Extinktion wurde wie iiblich nach der Forme!l: 

a 

cd 

berechnet, wobei fiir Hamin die Formel C,,H,.0,N,FeCl (651,35) in An- 
wendung kam. In Abb. 1, Kurve 1, ist die Kurve der Molekularextinktion 


@ 
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verzeichnet, und zwar unter Benutzung der log von e. Die Kurve zeigt ein 
scharfes Maximum bei 3850 A, log ¢ = 4,792. 


Blutham. 

Die urspriingliche Lésung des Haimins in Lauge wurde mit dem gleichen 
Volumen von mit Schwefelwasserstoff gesattigter n/10 NaO H-Lésung versetzt 
und das Gemisch in 0,5-em- 
Schicht untersucht. Folgende 





: : _ Werte wurden ermittelt: 
0,5 4640 | 4,100 Die Extinktionskurve 
0,6 4500 | 4179 dieses Hams ist in Abb. 1, 
0,7 4450 | 4,246 Kurve 3, gegeben. Sie zeigt 
0,8 4380 | 4,304 einen anderen Verlauf als die 
0,9 4275 4,355 des Hamatins. Die Durch- 
a po mee lissigkeit fiir kurzwelliges 
12 4140 4480 Licht ist ganz bedeutend ver- 
"9 "mae ringert, obwohl das Maximum 
i. pi 3464 3275 ry nur wenig gegen das weniger 
1,5 4060 3530 3200 4,577 gebrochene Ende des Spek- 
16 |; 4025 3600 3160 4,605 trums verschoben ist. Es 
1,7 | 4010 38670 8127 4.631 liegt bei 3870 A, und der Ex- 
1,8 3980 3725 3080 4,655 tinktionswert ist nur wenig 
2 3940 3785 oe 1702 — er entspricht log # 


Bluthdmatochromogen. 


Die urspriingliche, vierfach verdiinnte Lésung von Hamatin wurde 
mit einigen Tropfen Hydrazinhydrat versetzt und die rétliche Lésung in 














0,5-em-Schicht untersucht. Abge- 
og e| lesen wurde: 

480 a 4 log é 
470 
: 0,4 4425 4,304 
460 0,5 4350 2480 4,401 
as 0.6 4300 3040 4,480 
ae 0,7 4275 3775 4,547 
4yol --7 . 0,8 4250 3820 4,605 

| 0,9 4230 3860 4,656 
4,30} 1,0 4210 3890 4,702 
420 1,1 4180 3910 | 4,743 
: 12 4170 38940 || 4,781 
410 1,3 4155 3980 4,816 

Boe Sore ae 1,4 4125 3995 | 4,848 

9 000 3500 7000 W500 A 15 4075 4020 | 4,878 


Abb. 1. 

Die Kurve der molekularen Extinktion ist in Abb. 1 verzeichnet 
(Kurve 2). Sie zeigt ein Maximum bei 4050 A und der entsprechende 
log é betragt 4,882. Das Maximum ist also im Vergleich mit dem des 
Hamatins und Hams ziemlich bedeutend nach Rot verschoben. 


fb-Phyllohdmatin. 


Es wurde eine Lésung bereitet, welche in 500 cem Athanol, welcher mit 
einigen Tropfen alkoholischem KOH versetzt war, 0,0689 g $8-Phyllohamin 

















Studien in der Chlorophyllgruppe. XXII. 175 


enthielt. Diese Lésung wurde auf das Vierfache mit wasseriger Lésung von 
n/10 KOH verdiinnt und dieselbe dann in 0,5-em-Schicht gemessen. Fiir 
die Berechnung des _ Extinktionskoeffizienten wurde die Formel 
Cy,H,,0,N,FeCl benutzt, die dem Molekulargewicht 597,6 entspricht. Die 
Messungen ergaben: 


} 











/og €| 

a A log e 40 
| 

0,4 4650 | 4142 440) 
0,5 4450 | 4,239 gal. 
0,6 4360 2945 || 4,318 | 
0,7 4300 3027 || 4,385 460 
0,8 4265 3127 || 4,443 
0,9 4240 3205 || 4494 %7) 
1,0 4225 3290 || 4,540 —yyg| 
1,1 4200 3385 || 4,582 | 
1,2 4175 3740 || 4,619 43) 
1,3 4150 3815 =| 4654 |.) 
1,4 4130 3830 | 4686 “| 
1,5 4180 8855 || 4,716 yy, | 
1,6 4115 3900 || 4,744 i 
1,7 4090 3935 || 4,770 eS aan w 
1,8 4070 3970 || 4,796 ~~ 2500 ~—«<5000-—‘<CSSC“<«*‘xSSC*C«CSOA 





Abb. 2. 


Kurve 1, Abb. 2, entspricht den obigen Werten. Sie zeigt ein Maximum 
bei 4040 A, log e = 4,804. 


B-Phyllohdm. 


Die urspriingliche alkoholische Lésung wurde mit dem gleichen Volumen 
n/10 KOH vermischt, dann mit H,S gesattigt und mit dem gleichen 
Volumen eines Gemisches von Athanol und n/10 KOH versetzt. Diese 
Lésung wurde dann in 0,5-em-Schicht untersucht: 





$$$ rn Kurve 3, Abb. 2, reprii- 


a A log & sentiert diese Werte. Es zeigt 
; sich ein Maximum bei 4020 A, 
0,4 4600 418 der entsprechende Wert fiir 
0,5 4480 4,239 log € ist 4,632. 

0,6 4425 4,318 

0,7 4365 4,385 

0,8 4300 4,443 B-Phyllohdmatochromogen. 
0,9 4250 3585 3220 4,494 

1,0 4180 3770 2835 4,540 Die urspriingliche alko- 
1,1 4160 3863 2687 4,582 holische Lésung des Phyllo- 
1,2 4060 3960 4,619 hamatins wurde mit dem 


gleichen Volumen n/10 KOH 
versetzt und dann einige Tropfen Hydrazinhydrat zugegeben. Die rote 
Lésung wurde dann noch mit dem gleichen Volumen eines Gemisches aus 
gleichen Teilen von Athanol und n/10 KOH versetzt und in 0,5-em-Schicht 
gemessen. 


Kurve 2, Abb. 2, erlautert diese Verhaltnisse. Bei 4055 A ist ein 
starkes Maximum; die Extinktion betragt log e = 4,86. Es zeigte sich noch 
ein zweites Maximum bei 3140 A, log e = 4,40; es wurde bei der Unter- 
suchung verdiinnterer Lésungen jedoch nicht gefunden. 





L. Marchlewski u. W. Urbanczyk: 





log é 


4490 4,017 
4425 4,142 
43860 3570 3380 4,239 
4320 3700 3270 4,318 
4300 3750 3175 4,385 
4280 3770 4,443 
4275 3800 4,494 
4260 3825 4,540 
4240 3833 4,582 
4225 3843 4,619 
4205 3870 4,654 
4200 3890 4,686 
4185 3920 4,716 
4175 38935 4,744 
4155 3960 4,771 
4145 3965 4,795 
4125 38980 4,819 
4105 4000 4,841 
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a-Phyllohdmatin, x-Phyllohdim und x-Phyllohématochromogen. 


Fiir das Studium des Phyllohimatins wurden 0,0292 g «-Phyllohamin 
in 500 cem eines Gemisches aus gleichen Teilen von Athanol und n/10 KOH 
gelést. Dann wurde die Lésung auf das zweifache Volumen mit n/10 KOH 
verdiinnt und in 0,5-em-Schicht untersucht. Die Phyllohamlésung wurde 
hergestellt, indem die urspriingliche (nicht verdiinnte) Lésung mit H,S 
gesittigt wurde und dann zum doppelten Volumen mit einem Gemisch 
gleicher Teile Alkohol und n/10 KOH verdiinnt. Schichtdicke 0,5 cm. 





a Ay hg As | loge 


4450 4375 | | 4,083 
4300 2950 4280 2895 | 4670 4,208 
4260 3007 4250 2990 4450 4,305 
4220 3086 4220 3065 4350 4,384 
4180 3170 | 4180 3720 4275 4,451 
4160 3240 4170 3760 4210 3800 3440 4,509 
4120 3320 4160 3770 4085 3925 3265 4,560 
4100 3640 4150 3790 2850 4,606 
4080 3715 4130 3810 2715 4,648 
4075 3775 4125 3835 | 4,685 
4050 3800 4120 3865 4,720 
4035 3830 4105 3880 4,752 
4027 3860 4100 3890 4,782 
4023 3885 | 4095 3910 4,810 
4000 3910 4090 3930 4,837 
3965 3925 4080 3945 4,861 

4070 3970 4,885 

4050 3990 4,907 


Das zugehorige Hamatochromogen wurde ahnlich erhalten, indem die oben 
beschriebene Phyllohimatinlésung mit einigen Tropfen Hydrazinhydrat 
versetzt wurde. 

Die ermittelten Zahlen sind in der vorhergehenden Tabelle zusammen - 
gestellt, wobei 2, dem Hamatin, 72, dem Haim und /, dem Chromogen 
entspricht. 

Fiir die Berechnungen galt die Formel: C,;H .0,N, FeCl. 
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Die obigen Werte werden durch die Kurven der Abb. 3 demonstriert. 

Kurve | entspricht dem Himatin, Kurve 2 dem Chromogen und Kurve 3 

dem Ham. Fiir das erste ist 

das Maximum 3945A mit log log e} 

¢ = 4,868 charakteristisch, fiir 49%! 

das zweite das Maximum 4025 A 

mit loge = 4,916 und fiir das 

dritte das Maximum bei 4000 A 

mit log € 4,576. 


Der Vergleich der drei 
Kurven la®t auf den ersten 
Blick die groBe Ahnlichkeit des 
optischen Verhaltens der beiden 
Chlorophyllhimine mit dem 
Bluthamin erkennen. Eine un- 
mittelbare Zusammenstellung der 
ermittelten Werte ist vielleicht 





nicht iiberfliissig : 2500 3000 + 3500 000 
Abb. 3. 





aa 3-Phyllo- «-Phyllo- 
Bluthamin himatin himatin 


Absorptionsmaximum ... . 3850 A 4040 A 3945 A 
ve Ses We re ee ree 4,792 4,804 4,868 





Bluthim B-Phyllohim «-Phyllohim 


Absorptionsmaximum ... . 3870 A 4020 A 4000 A 
MW ere ee ghar ee ee 4,692 4,632 4,576 





3-Phyllo- a-Phyllo- 
Blutchromogen chromogen chromogen 


Absorptionsmaximum ... . 4050 A 4055 A 4025 A 
OE! Se eee” ay ae a 4,882 4,86 4,916 


Wie ersichtlich, stehen sich alle drei Chromogene sehr nahe, und 
zwar steht das $-Phyllohimatochromogen dem Blutderivat naher als das 
a-Homologe. Dasselbe wurde auch fiir das sichtbare Spektrum vor 
Jahren von uns konstatiert. Bluthimin und Ham geben ein Maximum, 
welches, im Vergleich mit den entsprechenden Chlorophyliderivaten, 
weiter nach dem Ultraviolett verschoben ist. 

Die Absorptionen im sichtbaren Teil des Spektrums wurden fiir 
Lésungen untersucht, welche durch Lésen von Haminen in gleichen 
Teilen von Athanol und n/10 NaOH hergestellt und dann mit einigen 
Tropfen Hydrazinhydrat versetzt wurden. 

Bluthimatochromogen . . . . Band I: 560,5 bis 541,5 mu 
IL: 528,0 ,, 508,5 mu 
6-Phyllohiamatochromogen. . . — ,, I: 555,0 ,, 538,5mu 
Il: 524,0 ,, 505,0 mu 
a-Phyllohimatochromogen, . . — ,, [: 550,8 ., 534,5 mu 
Il: 520,5 ,, 501,65 muy 








Biochemische Reaktionen von Blei im Blute. 
Von 


Jar. Teisinger. 


(Aus der II. Klinik fiir innere Krankheiten und aus dem _ physikalisch- 
chemischen Institut der Karlsuniversitét in Prag.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die gegenwartigen Anschauungen iiber das Verhalten von Blei im 
Organismus griinden sich auf die Arbeiten von Aub, Fairhall, Minot und 
Reznikoff. Es wurde von diesen Autoren gefunden, daB sich das Blei mit 
den Phosphaten des Plasmas zu Bleiphosphat verbindet, das in hoch dis- 
persem, kolloidalem Zustande im Blute zirkuliert. Uber das weitere Schicksal 
dieses Kolloids entscheidet hauptséchlich das py des Blutes, das im all- 
gemeinen vermége der Pufferung des Blutes konstant bleibt. Kommt es 
jedoch zu einer lokalen Azidose (Aub), so kann Pb an der Oberfliche der 
Zellen, insbesondere der Erythrocyten, ausgefallt werden und es entstehen 
die sogenannten Bleizellen. Aus dem Blute gelangt das Bleiphosphat auch 
in die Organe. In den Knochen, in die es bis zu 95% abgelagert werden 
kann, verdringt es das Calcium und es entsteht Bleitriphosphat, was be- 
sonders von Brooks, Bischof, Maxwell und Jowett bestatigt werden konnte. 
Durch Azidose kann das in den Knochen gebundene Blei mobilisiert werden, 
was auBer von den genannten Forschern noch von T'scharny und Israilevic 
nachgewiesen wurde. Litzner, Weyrauch und Barth konnten diese Ergebnisse 
jedoch nicht bestatigen. Diese neueren Anschauungen stehen im Gegensatz 
zu den Annahmen von Aalteren Autoren (Riva, Erlenmayer), die an eine 
Bindung des Bleies an Globulin und Albumin im Serum glaubten. 


Um zwischen diesen nicht einheitlichen und auch nicht immer aus- 
reichend experimentell gestiitzten Anschauungen iiber die Reaktionen 
des Bleies im Organismus zu entscheiden, wurde die vorliegende Unter- 
suchung begonnen. Zur Beantwortung der Frage, welche Reaktionen 
im Serum nach einem Zusatz von Blei eintreten, diente uns die polaro- 
graphische Methode von Heyrovsky. 

Aus einer groBen Reihe von Untersuchungen ist heute bereits 
bekannt, daB sich diese Methode fiir diese Zwecke vorziiglich eignet. 
Das Prinzip der Methode beruht auf der Elektrolyse einer Lésung 
unter Verwendung der Quecksilbertropfenkathode. Aus Raumgriinden 
verweise ich, was die Methodik betrifft, auf die einschlagige Literatur. 

Die Versuche begannen damit, daB zu Blutserum Lésungen von 
Bleisalzen zugesetzt wurden. Hierzu diente, neben PbCl,, am haufigsten 
Pb(NO,).. Wenn man eine derartige Lésung nach und nach zu einem 
anderen Elektrolyten hinzufiigt, z. B. zu KCl oder zu einer physiologi- 
schen Kochsalzlésung, steigen die Héhen der ,,Wellen“ ganz deutlich 
bereits zu Beginn parallel der steigenden Konzentration der Blei- 
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ionen an. (Siehe Abb. 1.) Wenn wir jedoch dieselbe Bleisalzlésung 
zu dem Blutserum hinzufiigen und in gleicher Weise die Konzen- 
tration der Bleiionen erhéhen, z. B. von der Konzentration Pb” 
1.10°% auf 1.10°%, bildet sich die charakteristische Blei-,,Welle’’ 
nicht sofort, sondern sie wachst erst langsam bei héheren Konzen- 
trationen. Das bedeutet, daB die freien Bleiionen aus der Lésung 
»sechwinden"™, d.h. sich an der Kathode nicht reduzieren. In einer 
feihe von Versuchen haben wir dann die Serumkonzentration durch 
Verdiinnung mit einer physiologischen Kochsalzlésung geaindert und 
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Abb. 1. Zu 10 cem physiologischer Kochsalzlésung zugesetztes n/10 Pb(NO3). zu 0,1 eem 
von einer Konzentration 1.10~-% bis 1. 10-2 Pb’. Beginn der Elektrolyse yon O VY. S-Empfind- 
lichkeit des Galvanometers. 
eine Abhangigkeit dieser Erscheinung von der Konzentration des 
Serums festgestellt. Wichtig war unsere schlieBliche Feststellung, dab, 
wenn wir zu dem nichtverdiinnten Serum die Pb(N O,),-Lésung in der 
Weise hinzugeben, daB die sich ergebende Konzentration héchstens 
1. 10-4 Pb” war, iiberhaupt keine Blei-,,Welle’ in Erscheinung trat, 
obwohl wir in Wasserstoffatmosphare arbeiteten und ein héchst emp- 
findliches Galvanometer 1,2. 10-9 Amp./m der Firma Nejedly in Prag 
verwendeten. In anderen Elektrolyten, z. B. in KCl, erhielten wir 
unter den gleichen Bedingungen eine ganz bestimmte und_ sichtbare 

Welle auch bei einer Konzentration der Bleiionen bis 1. 10-®. 

Es ist uns allerdings bekannt, daB EiweiBstoffe mit Schwermetallen 
aus ihrer Lésung gefallt werden. Wir nehmen jedoch an, daB es bei Ver- 
wendung von niedrigen Konzentrationen des Fallungsmittels (Pb 1. 10-4 
und weniger) zu keiner einfachen Fallung der Eiwei®Bstoffe in der Lésung 
kommt. Eine niedrige Konzentration des Fallungsmittels brauchte hier 
allerdings nicht ausschlaggebend zu sein, denn wir wissen, daB die Wirkung 
des Fallungsmittels in hohen Konzentrationen kleiner, in kleinen Kon- 
zentrationen gréBer ist (Be tha-Sinkora). Um uns zu iiberzeugen, daB keine 
Gerinnung eintritt, verwendeten wir die Tropfenmethode von Beeka zur 
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Priifung der Gerinnbarkeit des Serums. Hiermit konnten wir feststellen, 
daB sich schon in einer Konzentration von n/4000 kein Niederschlag bildet. 
Bedenkt man, daf§ bei der Gerinnung von Eiwei makroskopisch noch ein 
Niederschlag der Teilchengré6Be 2,5 sichtbar ist, so ist es offensichtlich, daB 
es sich hier nicht um eine grobe Gerinnung des EiweiBes handeln kann. 
Diesen Befund bestitigten wir noch durch ultramikroskopische Unter- 
suchung. Dem nativen unverdiinnten Serum fiigten wir eine wiisserige 
Lésung von Bleinitrat zu, so daB die Konzentration der Pb’*-lonen 1. 1074 
hetrug. Beim Vergleich mit dem nativen Serum unter dem Ultramikroskop 
konnte man keinen Unterschied in der Gr6Be der Teilchen konstatieren. 
Nach einer halben Stunde kommt es allerdings bereits zur Gerinnung. 
Wegen der Ampholytnatur der EiweiBstoffe ist es theoretisch 
moglich, das die Pb-Ionen, welche aus dem Serum verschwinden, 
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Abb. 2. Mit physiologischer Kochsalzlisung zehnfach verdiinntes Serum (Kurve Nr. 1). 
Dasselbe Serum mit Pb” 1. 10-5 (Nr. 2). Dasselbe nach Zusatz von 0,05cem 5 n HEI (Nr. 3). 
Dasselbe nach Zusatz yon im ganzen 0,lcem HCl (Nr. 4). Dasselbe nach Zusatz von im 
ganzen 0,2eem HCl (Nr. 5). 

vermpge ihrer positiven Ladung, durch elektrostatische Krafte an die 
negativ geladenen Eiweibteilchen gebunden sind. Dadurch sind sie 
aus der Lésung entfernt und kénnen sich nicht an der Kathode redu- 
zieren. Von dieser Erwigung ausgehend, versuchten wir in einer Reihe 
von Experimenten die Bleiionen aus ihrer Bindung durch andere 
Elemente zu verdrangen, in erster Reihe durch Fe’, La” und andere. 
In zahlreichen Versuchen gelang es uns jedoch nicht, diese Verdrangung 
zu verwirklichen. Dafiir konnten wir uns aber davon tiberzeugen, dah 
Sauren diese Bindung zu lockern, ja sogar zu lésen vermégen. 

Wir haben daher wiederum eine Reihe von Versuchen angestellt, 
von welchen wir folgende anfiihren: 


1. Unterziehen wir eine Lésung von nativem Serum in einer Kon- 
zentration der Pb’-Ionen von 1. 10-4 der Elektrolyse, so erhalten wir 
im Polarogramm iiberhaupt keine ,,Bleiwelle*. Fiigen wir jedoch der 
Lésung (10 cem) einen Tropfen von 5,05n HCl zu, so entsteht sofort 
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die Bleiwelle. Diese Erscheinung ist vollkommen konstant und labt 
sich in jedem Serum erzeugen (siehe Abb. 2). Beim Vergleich mit einer 
physiologischen Kochsalzlésung von gleicher Konzentration an Pb- 
Tonen ersehen wir, da die Héhe der ,,Welle* bei gleicher Empfindlich- 
keit des Galvanometers gleich bleibt. Das heiBt, daB alle Bleiionen frei 
sind und sofort an der Kathode reduziert werden. Durch weiteres 
Zufiigen von Saure vergr6Bert sich die Héhe der ,,Welle’ tatsachlich 
nicht. 

2. Die HCl-Menge, die zur vollstandigen Freimachung der Blei- 
ionen notwendig ist, bleibt bei gleicher Konzentration an Pb” fiir ver 
schiedene Serumkonzentrationen nicht gleich. Wir konnten feststellen, 
da fiir 10 cem nativen Serums bei einer Konzentration an Bleiionen 
von 1.10-3 eine Menge von 0,25 cem 5,05n HCl notwendig ist: auf 
dieselbe Menge zehnfach verdiinnten Serums 0,1 cem, auf dieselbe Menge 
hundertfach verdiinnten Serums 0,05 cem HCl (bei gleich alten Seren). 
Es ist selbstverstandlich, daB bei Zusatz von HCl zur Pb-Lésung in 
physiologischer Kochsalzlésung die Saure auf die Héhe der ,,Welle” 
des Pb keinen wesentlichen EinfluB hat (siehe Abb. 2). 

3. Figen wir zuerst HCl dem Blutserum zu, sodann eine Lésung 
von Bleisalzen, so schwindet die ,,Bleiwelle’ nicht, ihre Hohe bleibt 
gleich wie in der physiologischen Kochsalzlésung. 

4. In einem gleichen Versuch mit Albumin (Praparat Albumin aus 
Blut) in ungefahr gleicher Konzentration wie im Serum (5%), ver- 
schwindet in niedrigeren Konzentrationen die ,,Bleiwelle’’ ebenfalls. 
Nach Zusatz von HCl erscheint sie wieder. 

5. Denselben Effekt erzielt man in einem Versuch mit 1 °,iger 
Gelatinelésung und mit '/,- bis '/,°% igem Agaragar. 

6. Mit einer Tyrodelésung, welche anorganische Phosphate in 
gleicher Konzentration wie im Blutserum enthalt, haben wir einen 
ganz ahnlichen Versuch unternommen wie mit dem Serum. Schon 
makroskopisch kann man sehen, daB sich die Tyrodelésung nach Zusatz 
von Pb(NOg), weiBlich triibt, und zwar durch ausgefalltes Phosphat 
und Bleicarbonat. Nach Zusatz von HC! hellt sich die Triibung voll- 
kommen auf. Polarographisch bekamen wir ein ahnliches Bild wie im 
Serum. 

Die erwahnte Bindung der Pb™-lonen im Blutserum kann durch 
folgendes verursacht werden: 1. durch Adsorption an die Eiweib- 
kolloide, 2. durch die Entstehung einer kolloiden Bleiverbindung mit 
EiweiB, 3. durch die Reaktion der Phosphat- mit den Pb’’-lonen. 

Wie wir schon oben angedeutet haben, ist cine elektrostatische 
Bindung der Pb ’-lonen méglich. DaB der Zusatz von Saure diese 
Bindung lést, kann man sich folgendermaben erklaren: Durch Zusatz 
von Saure wird das EiweiB positiv geladen und st6Bt die Pb ™-lonen von 
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sich ab. Diese gehen dann in die Lésung tiber und werden an der Kathode 
ausgeschieden. Mit anderen Worten kann man diese Erscheinung 
folgendermaben erklaren, daB die Pb ™-lonen von den H’-Ionen ver- 
draingt werden, da dieselben eine gréBere adsorptive Kraft  besitzen. 
Fir diese Erklarung spricht der Versuch mit Agaragar, der kein 
Ampholyt ist. 

Wie bereits erwaihnt, haben wir die Méglichkeit ausgeschlossen, 
daB es sich um eine grobe Gerinnung des EiweiBbes durch Blei handeln 
kann. Es ist jedoch méglich, daB eine kolloide Bleiverbindung mit 
KiweiB entsteht. Es ist schwer zu entscheiden, ob eine Adsorption 
vorliegt, oder ob eine kolloide Verbindung entsteht, da stéchiometrische 
Verhaltnisse wegen des kolloiden Charakters des EKiweiBes nicht vor- 
handen sind. Da sich die Pb’-lonen in der Lésung von Agaragar voll- 
kommen analog verhalten, ist die zweite Méglichkeit sehr unwahrschein- 
lich. Die dritte Méglichkeit, daB die Pb™-lonen mit den Phosphationen 
reagieren, ist in der Literatur allgemein anerkannt, wie oben bereits 
erwahnt wurde. In unserem Versuch 7 gerinnt auch wirklich das Blei 
mit Phosphaten und Carbonaten und Jé6st sich wiederum mit Saure. 
Wenn wir annehmen wollten, daB dies auch im Blutserum geschieht, 
so muBten wir daran denken, daB es sich eher um eine Reaktion mit den 
Phosphationen handelt, da Bleiphosphat zehnmal weniger léslich ist. 
In unseren Versuchen genitigt es darauf hinzuweisen, daB die Bindung 
der Bleiionen auch in den phosphorfreien EiweiBverbindungen vor sich 
geht (Albumin, Gelatine) und schlieBlich auch in Agaragar. Es ist daher 
offensichtlich, daB es sich in unseren Versuchen nicht nur um eine 
feaktion mit denPhosphationen handeln kann. Das Blei, das auBerlich 
resorbiert wird, wird im Blutserum an die Kolloide adsorbiert. Eine 
Bindung an Phosphate ist zwar wahrscheinlich, aber nicht als einzige 
anzunehmen. Sie kommt wahrscheinlich erst in zweiter Linie in Be- 
tracht. Ich glaube daher, daB es unwahrscheinlich ist, daB Blei im Blute 
nur als kolloides Phosphat zirkuliert. 

Durch unsere Versuche kénnen wir uns gut die JJ/inotschen Ver- 
suche von der Adsorption des Bleies an zerriebene Knochen bei alkali- 
scher Reaktion erklaren. So kann man die klinischen Erfahrungen tiber 
den EinfluB des ins Wanken gebrachten Saure-Basengleichgewichts auf 
die Ausscheidung des Bleies verstehen, sowie auch den bis jetzt noch 
nicht bestatigten KinfluB von per os verabreichter Salzsaure. 

Um uns zu vergewissern, welche Rolle die Phosphate beim 
Kindringen in die ,,Bleizellen spielen, studierten wir im zweiten Teil 
unserer Arbeit den KinfluB8 von Blei auf Erythrocyten. Bei unseren 
Versuchen bedienten wir uns wiederum der oben erwahnten polaro- 
graphischen Methode und verfuhren wie folgt: Rote Blutkérperchen 
wurden dreimal an der Zentrifuge mit physiologischer Kochsalzlésung 
ausgewaschen. Wir benutzten 1 cem Blut auf 5 bis 7 cem physiologischer 
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Kochsalzlésung. Den ausgewaschenen Blutkérperchen  setzten wir 
7ccm 1.10-4 Bleinitrat (g.ammaquivalent im Liter) in physiolo- 
gischer Kochsalzlésung zu. Diese Lésung war beziiglich der Erythro- 
cyten wegen des geringen Zusatzes der Bleiionen isotonisch. Nach 
griindlicher Durchmischung zentrifugierten wir noch einmal und _ be- 
stimmten in der Lésung mit der polarographischen Methode quantitativ 
das Blei. Bei jeder Analyse wurde zur Kontrolle auch die auf gleiche 
Weise behandelte Bleinitratlésung fiir sich untersucht. 

Im ganzen haben wir auf diese Weise das Blut von 21 verschiedenen 
Patienten untersucht. Wir konnten in allen Fallen feststellen, da®B die 








Abb. 3. 


Bleiionen nach der Durchschiittlhing mit den Erythrocyten aus der Blei- 
nitratlésung vollkommen verschwinden bzw. daB ihre Menge sich stark 
verringert. Am beigefiigten Polarogramm ist auf der Kurve I (Abb. 3), 
die Bleinitratl6sung in einer Konzentration der Pb-Ionen ven 1. 1074 
analysiert. Die Hohe der ,,Welle** entspricht der Menge der Pb’ -lonen. 
Auf der Kurve IT befindet sich dieselbe L6sung, welche aber mit den Erythro- 
eyten nach der oben angefiihrten Methode durchgeschiittelt wurden. Die 
, Bleiwelle’’ ist daselbst ganz unwesentlich, was allerdings bedeutet, da® 
kein Blei in der L6sung vorhanden ist. Von den angefiihrten 21 Fallen haben 
wir 14 nach der oben angefiihrten Methode untersucht, bei den iibrigen 
anderten wir das Verhaltnis der Blutmenge im Verhaltnis zur Menge der 
Bleil6sung. Unter diesen 14 Fallen verschwand das Blei bei 9 vollkommen 
aus der Lésung, bei den weiteren 5 betrug der Bleiverlust 73 bis 89°,. 

Die Konzentration der von uns benutzten Bleilésung von | . 10-4 Pb” 
ist allerdings viel zu hoch, um direkt auf die Verhaltnisse des Organismus 
angewendet werden zu kénnen. Nach den Analysen von Schmidt und 
Weyrauch befindet sich normalerweise Blei ungefaihr in einer Kon- 
zentration von 2. 10-® Pb” im Blute, in Fallen chronischer Bleivergiftung 
fanden die genannten Autoren eine Konzentration von 1. 10-° und 
mehr. Die von uns benutzte Konzentration konnte sich héchstens bei 
sofort tédlicher Bleivergiftung vorfinden. Da man das Blei zu den plas- 
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motropen Giften rechnet, das die Blutkérperchen direkt schadigt, 
untersuchten wir einigemal Ausstriche von Erythrocyten, auf welche 
wir vorher Bleil6sungen einwirken lieBen. Bei diesen Untersuchungen 
konnten wir keine Abweichung der Form der Erythrocyten feststellen, 
sondern sahen nur, daB sie sich etwas schlechter farbten. Die von uns 
benutzte Bleilésung schadigt demnach die Erythrocyten nicht in sicht- 
barer Weise. 

Schon einige andere Autoren (Orban, Farmachidis, Huchard, Auh, 
Fairhall und Minot) fanden, daB sich durch Zusatz von Bleilésung die 
Resistenz der Erythrocyten in hypertonischer Losung erhéht. Zu gleichen 
Ergebnissen ist auch in unserer Klinik Dr. Tometka gekommen, der die 
Mikroresistenz nach der Methode von Silink prifte. Sein Material wurde 
von uns gleichzeitig nach der oben beschriebenen Art untersucht. Weiterhin 
wurde das interessante Ergebnis erhalten, daB den Bleierythrocyten zu- 
gesetztes Cholesterol deren Resistenz noch weiter erhéht. Dieses Ergebnis 
bestatigt die vor Jahren von Orban und Farmachidis geauBerte Ansicht, daB 
diese ResistenzerhShung im Zusammenhang mit der Cholesterinaimie steht 
und diese wiederum die Folge von geschadigter Lebertatigkeit ist. 

Aus unseren Versuchen ergeben sich somit folgende Resultate: 

1. Die Erythrocyten reagieren in vitro direkt mit den Bleiionen. 

2. Bei den Bleikonzentrationen, die die Grenze  iiberschreiten, 
welche sich im Organismus vorfinden kann, andern sich die Erythro- 
cyten morphologisch nicht. Dafiir andern sich ihre physikalisch-chemi- 
schen Eigenschaften, was sich in einer Resistenzerhéhung in hyper- 
tonischer Lésung zeigt. 

Kin Vergleich dieser Ergebnisse lehrt, da} die Erhéhung der Resi- 
stenz der Erythrocyten durch direktes Kindringen der Bleiionen in die 
roten Blutkérperchen bedingt sein muB. Da die Versuche in vitro mit 
ausgewaschenen Blutkérperchen durchgefiihrt wurden, kann man den 
KinfluB anderer Stoffe (z. B. von Cholesterol) ausschlieBen, die unter 
anderen Bedingungen in Frage kommen kénnten. 

Um uns zu iiberzeugen, wie fest die Bindung der Erythrocyten mit 
den Bleiionen ist, suspendierten wir Bleierythrocyten in physiologischer 
Kochsalzlésung: die Bleiionen gingen jedoch nicht wieder in die Lésung 
iiber. Weiterhin suspendierten wir Bleierythrocyten in isotonischer 
Seignettesalzlésung (1,8°,). Ein geringer Teil der Pb-lonen ging in 
die Lésung iiber, wobei das Seignettesalz mit den Bleiionen ein lésliches 
komplexes Salz bildet und freie Bleiionen nur in geringer Menge vor- 
handen sind. 

Fiir eine sichere Erklarung der von uns beobachteten Erscheinungen 
fehlt es uns noch an experimentellem Material, doch ist wohl anzunehmen, 
daB die Bindung des Bleies in den Erythrocyten nicht chemischer, 
sondern physikalischer Natur ist. Es ist gleichfalls wahrscheinlich, dab 
sich andere Schwermetalle in der besprochenen Beziehung dem Blei 


entsprechend verhalten werden. 
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Ks ist uns somit gelungen, die Existenz der ,, Bleierythrocyten™ 
wenigstens in vitro zu erweisen, Es ist méglich, dab sie die Ursache der 
Aniimie bei der chronischen Bleivergiftung sind. Wir miissen uns jedoch 
gegen die Erklarung des Mechanismus ihrer Entstehung wenden, wie 
sie von Aub, Minot und Fairhall gegeben wurde. Schon im ersten Teil 
der vorliegenden Arbeit wandten wir uns gegen die Ansicht, dab die 
Phosphate die Hauptrolle bei der Bindung von Blei im Blute spielen. 
Diesen bei der Untersuchung von Serum gewonnenen Standpunkt 
halten wir erst recht nach den Ergebnissen aufrecht, die wir gelegentlich 
der Untersuchung an Erythrocyten erhalten haben. Die ,,Bleizellen* 
entstehen somit nicht durch die Ablagerung von Bleiphosphat an der 
Oberfliche der Zellen, da deren Bildung auch in Abwesenheit von 
Phosphaten méglich ist. Unsere Ergebnisse sind vorerst nur von theore- 
tischem Interesse; eine fortgesetzte Erforschung wird sicherlich auch 
Resultate von praktischer Bedeutung bringen. 


Zusammenfassung. 

Es wurde mit der polarographischen Methode Heyrovskys (Elektro- 
lyse mit der Quecksilbertrépfchenkathode) die Reaktion von Bleiionen 
mit Serum und mit Erythrocyten studiert. Aus den Ergebnissen wird 
geschlossen, daB die Bleiionen im Blutserum gréBtenteils an die Kiweib- 
kolloide gebunden werden. Eine Verbindung mit Phosphaten ist zwar 
moéglich, jedoch nicht bedeutungsvoll. Dies beweisen Versuche mit 
ausgewaschenen Erythrocyten, die mit Lésungen von _ Bleisalzen 
(Pb” 1. 10-4) behandelt wurden. Hierbei konnte festgestellt werden, 
daB die Erythrocyten fast alle Bleiionen der Lésung aufnehmen. Dabei 
erhéht sich auch gleichzeitig ihre Resistenz in hypotonischen Lésungen, 
da die Bleiionen eine physikalische Bindung mit den Erythrocyten 


eingehen. 
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Uber die Proteolyse in den regenerierenden Geweben. 


Ill. Mitteilung: 
Die Veriinderung der Aktivitit der Gewebeprotease wiihrend des 
Regenerationsprozesses der Organe von Amphibien. 
Von 
W. N. Orechowitsch, N. W. Bromley und N. A. Kusmina. 
(Aus der Abteilung fiir Mechanik der postembryonalen Entwicklung des 
Instituts fiir experimentelle Morphogenese in Moskau.) 
(Eingegangen am 20. Februar 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer Reihe friiher beschriebener Versuche konnte bei einigen 
Amphibien eine erhéhte Aktivitét der proteolytischen Fermente in 
den Geweben regenerierender Organe festgestellt werden. Es wurde 
damals gezeigt, daB die Gewebe des Regenerats eine intensivere Selbst- 
verdauung aufweisen als die stationiren, nicht regenerierenden Ge- 
webe (1), und daB die Werte der proteolytischen Aktivitaét von Glycerin- 
extrakten aus Blastemen und aus ihnen angrenzenden Geweben tiber 
denjenigen liegen, die fiir normale, nicht regenerierende Gewebe zu 
finden sind (2). 

Die erhéhte proteolytische Wirkung der Regenerationsgewebe 
unter den Bedingungen des lebenden Organismus wurde in unserer 
Arbeit ,,Die hystolysierenden Kigenschaften des Regenerationsblastems** 
behandelt (3). Unsere Angaben zeigten, daB die Regenerationsblasteme 
in bestimmten Entwicklungsstadien die Faihigkeit besitzen, unmittelbar 
an sie grenzende Gewebe zu zerstéren. 

In den genannten Untersuchungen wurde die Wirkung der Gewebe- 
proteasen des Regenerats nur wahrend irgendeines Stadiums der Wieder- 
herstellung des Organs untersucht. Um jedoch eine vollstandige 
Charakteristik der Sonderheiten der Proteolyse in den Regenerations- 
geweben zu erhalten, ist es notwendig, die Veranderungen der Aktivitat 
der Protease wihrend verschiedener Etappen des Regenerationsprozesses 
zu untersuchen. Dieser Aufgabe widmet sich die folgende Unter- 
suchung. 

Material und Methodik. 


Als Versuchsmaterial dienten Kaulquappen (Pelobates fuscus) 
in einem Stadium, in dem die vorderen Extremitaten noch nicht durch- 
gebrochen waren. Den Tieren wurden die Schwanze amputiert und am 
1., 2., 3., 5., 8. 11. und 13. Tag nach der Amputation wurde aus den 




















Uber die Proteolyse in den regenerierenden Geweben. IIL. L87 
Geweben der regenerierenden Teile des Organs, den an das Regenerat 
angrenzenden Restgeweben des amputierten Schwanzes (anliegende 
Gewebe) und aus den normalen (nicht regenerierenden) Geweben des 
Schwanzes, Glycerinextrakte hergestellt. 

Hierzu wurde eine gewogene Menge zerkleinerten Gewebes zu der 
doppelten Gewichtsmenge 87°% igen Glycerins gegeben. Das Glycerin 
enthielt so viel Eisessig, daB dessen Menge 0,15 °% vom Gewicht des Extraktes 
betrug. Nach vierstiindiger Aufbewahrung im Thermostaten bei 37°C 
wurde filtriert. Das Filtrat diente zu den folgenden Ansiatzen: In einen 
10-cem-Kolben wurden 250 mg Gelatine', 5ecem Phosphatpuffer, py 4,3, 
0,25 bis 0,5 cem Glycerinextrakt und etwas Thymol gegeben. Nach sorg- 
faltigem Mischen wurde das Gemisch 24 Stunden bei 37°C belassen. Dem 
Verdauungsgemisch wurde nunmehr | ecm entnommen und die Probe unter 
Zusatz von Alkohol mit 0,05n KOH gegen Thymolphthalein nach Will- 
statter-Waldschmidt-Leitz titriert. 


Experimentelles. 

Schon einige Stunden nach der Amputation konnte in friiheren 
Versuchen eine erhéhte proteolytische Aktivitét in den Geweben des 
Stumpfes und in dem jungen Epithelhautchen, das sie bedeckt, fest- 
gestellt werden. So wurde z. B. von uns gezeigt (3), daB in den Wund- 
gebieten des regenerierenden Schwanzes der Kaulquappen (Bombina 
bombina) in den ersten Tagen nach der Amputation eine starke Ver- 
mehrung der Menge des Reststickstoffs (RN) stattfindet. In der Norm 
(stationare Gewebe) betragt diese Menge 118 mg-°%,, in den Geweben 
des Eintagsregenerats dagegen bis zu 206 mg-%. 


Tabelle I. Die Aktivitaét des Glycerinextraktes aus ein- und zwei- 
tagigen Regeneraten. 


Ansatz siehe oben. Verbrauchte cem 0,05 n KOH fiir 1 cem der Versuchs- 





mischung. 
Normale Gewebe Gewebe 
Serie Gewebe des des eintigigen des zweitagigen 
Schwanzes Regenerats Regenerats 
1 0,21 0,26 - 
g 0,23 0,28 
3 0,24 0,28 — 
4 0,09 — 0,16 
5 0,19 - 0,19 
6 0,23 —- 0,22 
7 0,24 0,34 
S , 0,39 
Im Mittel fiir alle 
pera sk 0,21 0,27 0,24 


1 Es zeigte sich, daB die Verwendung verschiedener Sorten von Gelatine 
keinen EinfluB auf die Resultate hatte. 
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Auf Grund dieser und einer Reihe anderer Angaben (3) konnten wir 
erwarten, dali} der aus einem Eintagsregenerat hergestellte Glycerin- 
extrakt aktiver ist als der Extrakt aus den normalen Geweben. Diese 
Annahme konnte aber in den folgenden Versuchen nicht bestatigt 
werden (siehe Tabelle 1). 

Es ist ersichtlich, daB die Aktivitét der Extrakte aus Geweben 
des Regenerats und aus normalen Geweben schon 2 Tage nach Beginn 
der Regeneration praktisch gleich sind. Diese Angaben stehen in 
Widerspruch mit friiheren Ergebnissen von uns (3). Eine Erklarung 
hierfiir ist bis jetzt noch schwer zu geben. Es ist méglich, daB die Nicht- 
iibereinstimmung in einer unvollkommenen Methodik begriindet ist. 
Es ist auch offensichtlich, daB durch die Extraktion der Fermente 
und ihre Untersuchung in vitro Verhaltnisse geschaffen werden, die sich 
von denen im lebenden Organismus unterscheiden. Trotzdem erscheint 
uns die Anwendung dieser Methodik wichtig, um vergleichende Messungen 
der Aktivitat des Kathepsins im Verlaufe der Wiederherstellung des 
Organs anstellen zu kénnen. 

Nachdem die proteolytische Aktivitat von Glycerinextrakten aus 
ein- und zweitagigen Regeneraten in Tabelle 1 gezeigt worden ist, 
seien in Tabelle Il die entsprechenden Zahlen fir altere Regenerate 


gege ben. 


Tabelle II. Aktivitat von Glycerinextrakten aus drei-, fiinf- und 
achttagigen Regeneraten. 
Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 





Normale Gewebe Gewebe des fiinftigigen Gewebe des achttigigen 





ee Gewebe des drei- Regenerats Regenerats 
des =) ‘ j 
pe — ann Blasteme —— Blasteme gy 3 
7 0,22 0,39 _ ~ _ = 
10 0,26 0,42 —_ — — — 
11 — 0,41 _— — _ a 
12 — 0,39 — _ — — 
13 0,17 — 0,35 0,29 _ os 
14 0,19 — 0,33 0,37 _ sate 
15 0,05 ~- 0,30 0,35 = — 
16 0,13 _ 0,26 0,28 _ _ 
17 0,10 0,30 0,30 — _— 
18 0,09 -- 0,40 0,30 -- — 
19 0,14 — — 0,34 0,23 
29 0,16 _ —_ — 0,29 0,36 
21 0,21 _ — = - 0,27 
Im Mittel far 
alle Serien 0,16 0,40 0,32 0,31 0,32 0,28 


Aus den Zahlen der Tabelle II ergibt sich, daB der Glycerinextrakt 
aus dreitégigen Regeneraten 2!/,mal aktiver ist als der Extrakt aus den 
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normalen Geweben. Diese erhéhte enzymatische Aktivitat bleibt auch 
in den Extrakten der fiinf- und achttagigen Regenerate erhalten. Erst 
am 11. Tage der Regeneration ist eine Verminderung zu beobachten, 
und am 13. Tage ist wieder der Normalwert zu finden. In dieser Zeit 
ist das Regenerat bereits wieder ein vollstandiges Organ. Die erhaltenen 
Zahlen ergeben sich aus Tabelle III. 


Tabelle II]. Die Aktivitat des Glycerinextraktes aus 11- bis 
l3tagigen Regeneraten. 


Bedingungen wie in Tabelle I und II. 





ll tigiges Regenerat 


13 tigiges Regenerat 
Gewebe des URN Dany aa lam icdie tis Maaliadie | ina Md ae ale 


Serie ale junges ‘ junges 
mee regeneriertes  “™Uezendes  regeneriertes  sMdlegendes 
rgan Organ 

22 0,18 0,23 0,27 - _- 

23 0,17 0.19 0,24 os - 

24 0,16 — . — 

25 0.18 — — 0,11 0,21 

26 0,15 _- 0,14 0,18 

27 0,16 - - 0.12 0,18 

28 —_ — - 0,21 
Mittel. . 0,16 0,21 0,25 0,12 0,19 


Zusammenfassung. 
Es wurde die proteolytische Aktivitét von Glycerinausziigen 
regenerierender Organe untersucht: Es gelang hierbei zu zeigen, daB 
die Aktivitét der Proteasen 










ein- bis zweitagiger Regenerate * 
gegeniiber der Norm. nicht a ae 
erhéht ist. Erst am 3. Tage JST 


nach Beginn der Regeneration wes 

zeigt sich eine starke Er- 3% 

héhung der Proteolyse. Diese ie 

Erhéhung bleibt bis zum  &% we 








11. Tage der Regeneration i 

ungefaihr erhalten, um dann  e 

bis zum 13. 'lage zum Normal- ee gt 5 6 7 8 9 ON eB 
wert zurtickzukehren. Eine en ayer 
Ubersicht tiber diese Verhalt- A1¥.1., Die Verdauang von Golatine ‘mite 
nisse gibt die Abb. 1. Schwanzes von Pelobates fuskus. 


Analoge Werte werden 
auch fiir die Proteasen der anliegenden Gewebe (Gewebe der Organ- 
reste, die unmittelbar an die Blasteme grenzen) erhalten. Vom 5. Tage 
der Regeneration an, wo es méglich war, die Gewebereste des ampu- 
tierten Organs von den neuen Geweben der regenerierenden Teile des 


13* 
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Organs zu trennen, wurde die Aktivitaét der Protease der anliegenden 
Gewebe untersucht. 

Die Extrakte wurden aus den 2 bis 8mm dicken Geweben, die 
unmittelbar dem Blastem anliegen, hergestellt. Aus Tabelle IT und III 
ist ersichtlich, daB die Aktivitaét der Gewebeprotease der fiinftagigen 
Blasteme und der anliegenden Gewebe gleich und bedeutend hoéher ist 
als die Norm. Bis zum 11. Tage bleibt die Aktivitat der Gewebeprotease 
der anliegenden Gewebe auf gleichem Niveau und wird erst am 13. Tage 


der Norm gleich. 

Die Kurve, die die Aktivitét der Gewebeprotease der anliegenden 
Gewebe charakterisiert, verlauft analog derjenigen, welche die Aktivitat 
der Proteolyse der Blasteme charakterisiert. 
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Uber den Umsatz von Nucleotiden im Herzmuskel. I. 


Von 
D. Ferdmann und L. Galperin. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Arbeitsinstituts der Ukrainischen 
Gewerkschaften in Charkow.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1935.) 


Zur Zeit ist die Frage, auf Kosten welcher Substanzen die Arbeit 
des Herzens verliuft, noch ungeklart. Die Untersuchungen von Martino, 
Eggleton, Weicker u. a. weisen zwar darauf hin, daB bei der Herztatigkeit 
Kreatinphosphorsaure umgesetzt wird, doch kann Kreatinphosphorsaure 
fiir die Tatigkeit des Herzens nicht von groBer Bedeutung sein, da ihr 
Gehalt im Herzmuskel auBerst gering ist. Auch die Rolle der Kohlen- 
hydrate in der Energetik der Herztatigkeit ist noch nicht endgiiltig 
geklart. 

Es ergab sich, daB die fiir den Chemismus der Tatigkeit des Skelett- 
muskels erhaltenen Befunde fiir den Chemismus der Herztatigkeit nicht 
zutreffen. Dies ist auch nicht erstaunlich, da die Funktion des Herz- 
muskels sich wesentlich von der des Skelettmuskels unterscheidet. Wie 
bekannt, beruht die Tatigkeit des Herzmuskels auf Einzelzuckungen, 
diejenige des Skelettmuskels dagegen auf tetanischen Zuckungen. Die 
Art der Funktion des Herzmuskels muB auch mit der chemischen Zu- 
sammensetzung, sowie den Stoffwechselvorgingen des Herzmuskels im 
Zusammenhang stehen, was auch bei der Erforschung des Umsatzes der 
Nucleotide im Herzmuske] ersichtlich ist. Wie bekannt, ist der Herz- 
muskel besonders reich an Nucleotiden, Substanzen, die eine bedeutende 
Rolle bei den energetischen und regulatorischen Vorgangen in der Zelle 
spielen. Ihrer Zusammensetzung nach unterscheiden sich die Nucleotide 
des Herzens von den Nucletoiden der Skelettmuskeln. 

Bei der Erforschung des Chemismus der Herztatigkeit haben wir 
vor allem die Zusammensetzung der Nucleotide des Herzens und ihren 
Umsatz bei der Autolyse untersucht. Diesen Untersuchungen ist die 
vorliegende Mitteilung gewidmet. 

a) Methodik. Die Untersuchungen wurden an Hunden ausgefiihrt. Die 
Tiere wurden dekapitiert und das Herz so schnell wie méglich entnommen. 
Der Herzmuskel wurde in fliissiger Luft gefroren und zerkleinert. Das 
Muskelpulver wurde mit Trichloressigsiurelésung extrahiert und _ ent- 
eiweiBt. Anorganische Phosphorséiure wurde nach Fiske und Subbarow (1), 
Adenylsaéure und Adenosinpolyphosphorsaéure nach F'erdmann (2) bestimmt. 


b) Nucleotide des Herzmuskels. Die Adenylsiure wurde aus dem Herz- 
muskel 1927 von Pohle (3) isoliert; 1 Jahr spater fand Lohmann (4) im 
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Herzmuskel eine Fraktion leichthydrolysierbarer (in n HCl bei 100°) Phos- 
phorverbindungen. Auf Grund der Befunde im Skelettmuskel konnte man 
vermuten, daB die Adenylsiure auch im Herzmuskel an Pyrophosphor- 
sdure (,,labile Fraktion‘’) als Adenosintriphosphorséiure gebunden ist. Die 
Untersuchungen von Lohmann (5) und Embden (6) erwiesen jedoch, daB die 
phosphorylierte Adenylsiure des Herzmuskels sich von der Adenosintri- 
phosphorséure der Skelettmuskeln unterscheidet. Nach den Befunden von 
Lohmann ist das Verhaltnis N: P in der phosphorylierten Adenylsaéure des 
Herzens gleich 10:5 (in der Adenosintriphosphorsaéure ist N:P = 5: 3). 
Nach der Ansicht von Embden ist die phosphorylierte Adenylséiure des 
Herzens ihrer chemischen Natur nach ein Adenindinucleotid, das aus einem 
Molekiil Adenosintriphosphorsaéure und einem Molekiil Adenosindiphosphor- 
siure besteht. 

Die Annahme Embdens ist durch die Untersuchungen von Ostern (7) 
und yon Beattie, Milroy und Strain (8) bestatigt worden, denen es gelungen 
ist, aus dem Herzmuskel ein Dinucleotid zu isolieren und seine Eigenschaften 
zu erforschen. Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB8 von den fiinf 
Phosphoratomen dieses Dinucleotids bei einer Hydrolyse in n HCl bei 100° 
drei Phosphoratome in 7 Minuten abgespalten werden. Die Frage, wieviel 
Dinucleotid der Herzmuskel enthalt, sowie ob im Herzmuskel auBer dem 
Adenindinucleotid auch freie Adenylsiure vorhanden ist, blieb bis in die 
letzte Zeit nicht geklart. 

Unsere Untersuchungen waren vorerst darauf gerichtet, die Nucleo- 
tidbestandteile des Herzmuskels zu erforschen. Wir bedienten uns dabei 
der Methode der Fraktionierung der Phosphorverbindungen mit Baryt 
und der darauffolgenden Bestimmung der Pentose des Ba-Niederschlags 
als Furfurol (von den Pentose enthaltenden Verbindungen wird nur die 
phosphorylierte Adenylsiure mit Ba gefallt). AuBerdem wurde Pentose 
im enteiweiBten Filtrat bestimmt. Die Differenz zwischen dem Pentose- 
gehalt des Filtrats und demjenigen des Ba-Niederschlags ergibt die 
Menge der Pentose der Adenylsiure und ihrer Spaltungsprodukte. 
[Naheres siehe bei der Methode fiir die Bestimmung von Adenosintri- 
phosphorsaure und ihrer Spaltungsprodukte von D. Ferdmann (2).] 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle I angefihrt. 
Wie aus Spalte 9 ersichtlich, ist die Menge der pentosehaltigen Ver- 
bindungen im enteiweiBten Extrakt bedeutend héher als dem Pentose- 
gehalt des Adenindinucleotids entspricht. Durchschnittlich (aus 15 Ver- 
suchen) betragt die Pentose des Adenindinucleotids 40% der Gesamt- 
menge der Pentose enthaltenden Verbindungen. In den Spalten 1 bis 7 ist 
der Verlauf der Hydrolyse der Phosphorverbindungen in n HCl bei 100° 
wiedergegeben. Aus den angefiihrten Daten ist ersichtlich, daB der Herz- 
muskel des Hundes eine Fraktion labiler Phosphorverbindungen enthalt, 
die in n HCl bei 100° in 30 Minuten vollstandig hydrolysiert wird. Wie 
bekannt, zerfallt die labile Fraktion von Phosphorverbindungen des 
Skelettmuskels unter den erwihnten Hydrolysebedingungen schon in 
7 Minuten. 
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Tabelle I. 





1 2 3 4 5 6 7 s 9 


Gesamt- 


menge 

P der H, PO, der 
’ a — > de in mg-°/9 nach Hydrolyse 4e- Pentose- 
Datum Versuchsbedingungen He PO, in HCI bei 100° a. Pemtons 
cs f dungen 
7 | 15 30 60 | 120 180 pitino 

mg-? 5 Min. mg-9/5) mg-/o 

14. IX.| 1. Enteiweibter Extrakt 60 85 — 95 95 95 100 164 105,7 
| 2. Ba-Niederschlag : 57 |'82)|— | 92'92'938! 98) 115 57,3 

8. X.) 1. Extrakt. ..... 58 | 67/69 75 77\79| 80 164, 71,9 
2. Niederschlag. . . . 51 62'65 70 70 72' 72 126 56,6 

MG Bs US ee 62 75)77| 78 | 79| 82! 87) 158 73.5 
2. Niederschlag. . . . 59 172)73)| 75) 75| 75) 75) 110 38,3 

11. Li} 1. Extrakt . oo es 538 |77;—'838:' —' — 150 123.2 
2. Niederschlag. .. . 51 (72, — 79 —'—)| — 116 36,4 

4 Sh De Beak a. 57 179|— | 86'—|- — 153 108,0 
2. Niederschlag. . . . | 56 | 76 82,— —|' — 107 46,2 

$6. Fi} ttt 2 gk 57 88 — 94 — —)|' — 160 123,0 
' 2. Niederschlag. . . . 57 83) —|92;—|—|; —} 115 41.6 


Aus welchen Verbindungen besteht die Fraktion labiler Phosphor- 
verbindungen des Herzmuskels? Unsere Untersuchungen erlauben es 
noch nicht, diese Frage zu beantworten. Sie weisen uns nur darauf hin, 
daB diese Fraktion nicht aus Adenindinucleotid allein besteht, was aus 
den folgenden Tatsachen ersichtlich ist. Nach den bei der Untersuchung 
der Eigenschaften eines reinen Adenindinucleotidpraparats erhaltenen 
Befunden von Ostern (7), sowie von Beattie, Milroy und Strain (8) wird 
der labile Phosphor des Adenindinucleotids bei der Hydrolyse in n HC] 
bei 100° in 7 bis 10 Minuten abgespalten. Wir konnten dagegen regel- 
mabBig eine langer als 7 Minuten wahrende Hydrolyse beobachten, welche 
nach 30 Minuten beendet war. Ferner haben wir folgende Befunde 
erhalten, die zugunsten unserer Annahme zeugen: Von den chemischen 
Eigenschaften des Adenindinucleotids ausgehend, kann man auf Grund 
der Bestimmung der Pentose des Ba-Niederschlags theoretisch berechnen, 
wieviel der Herzmuskel leichthydrolysierbaren Phosphor enthalten muB, 
wenn das Adenindinucleotid die einzige leicht hydrolysierbare Phosphor- 
verbindung des Herzmuskels ist (pro zwei Molekeln Pentose miissen 
drei Phosphoratome vorhanden sein). Bei derartigen Berechnungen 
erweist sich nun, daB die Menge des analytisch bestimmten leicht- 
hydrolysierbaren Phosphors (in 30 Minuten abgespaltenen) bedeutend 
hoéher als die theoretisch berechnete ist. 

Aus den in der Tabelle I angefiihrten Daten geht hervor, daB die 
leichthydrolysierbaren Phosphorverbindungen des Herzmuskels durch 
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Baryt gefallt werden. Es muB darauf hingewiesen werden, daB wir bei 
der Untersuchung der Eigenschaften der Phosphorverbindungen des 
Herzmuskels gefunden haben, daB der Phosphor der Adenylsdure 
schwerer hydrolysiert wird als aus den Befunden von Ostern und von 
Beattie, Milroy und Strain hervorgeht. Diese Autoren haben an reinen 
Adenindinucleotidpraparaten bei Hydrolyse in n HCl bei 100° schon 
von der siebenten Minute an eine Abspaltung des stabilen Phosphors 
beobachtet. 


c) Der Umsatz der Nucieotide bei der Autolyse des Herzmuskels in 
Wasser. Um die Frage zu kliren, wie der Umsatz der Nucleotide des 
Herzmuskels verlaufen kann, haben wir ihren Umsatz bei der Autolyse 
untersucht. 


Tabelle Il. Autolyse in Wasser. 





1 2 3 4 5 


| P der H; PO, Gesamtmenge 
Datum Versuchsbedingungen P der nach Hydrolyse der Pentose- 


H;P0, | in HCl bei 1000 FeS@mt-P | verbindungen 
ne als Pentose 


mg-° » 7 Min. 30 Min. mg-°/o mg-°/, 

iid 1.-Kontrolle «so 6. 53,4 77 83 150 89 
2. Autolyse 10Min.. . || 57,0 75 80 153 122 

8. a 30 37,0 57 63 125 94 

14. II 1. Kontrolle . ng 57,0 79 86 153 105 
2. Autolyse 10 Min. . 54,0 72 84 154 152 

3. e OP 48,0 64 75 158 150 

4, e _ epeieds 48,0 64 75 158 117 

26. Ti. 1. Bomiselle i... 6s 56,8 88 94 160 122 
2. Autolyse 5Min.. . 55,5 83 91 158 152 

3. er 48,9 70 75 152 138 

4, er 40,9 65 73 155 157 

5. POO is ng 50,6 75 82 157 180 

11a. WS. Romeene.. 44 51,0 88 94 152 96 
2. Autolyse 10 Min... 53,0 80 | 84 170 142 

8. m Bap gic: 53,0 75 91 163 152 

4. * 24Std. . . || 1200 | 180 | 180 174 124 

15. IU... |). 1) Bomtralle 6: 2..6 $6. 54,4 85 90 157 147 
2. Autolyse 30Min.. . | 51,2 73 80 171 206 

S. a 24Std.. . || 121,2 123 123 171 140 

26: Ii. || 1. Montroile 2: 62,2 84 88 || 146 116 
2. Autolyse 20Min.. . | 61,5 83 87 160 152 

3. ; 24Std... 96,0 | 120 | 126 157 138 

LR. id ewwelle 6552 ix 57,0 91 102 || 155 112 
2. Autolyse 20 Min.. . 58,5 78 | 88 180 | 166 

9. IV.. || 1. Kontrolle ...... 58,2 90,2, 96 160 122 
2. Autolyse 20Min.. . | 52,0 70 80 162 157 

23. IV t, RE se ko 64,0 88 101 205 =| 145 
2. Autolyse 20Min.. . 56,0 70 80 212 191 














Uber den Umsatz von Nucleotiden im Herzmuskel. I. 195 


Der Herzmuskel wurde in Wasser mit Quarzsand zerrieben und fiir 
verschiedene Zeit stehengelassen, worauf Trichloressigsiure zugesetzt wurde. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle II angefiihrt. 
Wie aus den in Spalte 5 angefiihrten Zahlen ersichtlich ist, verursacht 
die Autolyse eine bedeutende Zunahme der Gesamtmenge der Pentose- 
verbindungen, die in den enteiweiBten Extrakt tibergehen. Diese 
Zunahme ist besonders ausgesprochen bei kurzer Autolyse. Gleichzeitig 
nimmt bei kurzer Autolyse der Gehalt an anorganischem Phosphat 
(Spalte 1) ab, auf Kosten desselben nimmt die Menge der schwer- 
hydrolysierbaren Phosphorverbindungen zu. Bei langer Autolyse 
(24 Stunden) dagegen nimmt das anorganische Phosphat bedeutend zu, 
gleichzeitig findet eine Verminderung des Gehalts an schwerhydrolysier- 
baren sowie an in 30 Minuten in n HCl hydrolysierbaren Phosphor- 
verbindungen statt. Eine Verminderung des Gehalts an anorganischem 
Phosphat unter gleichzeitiger Bildung von Hexosemonophosphat hat 
Ferdmann (9) unter gleichen Autolysebedingungen im Brustmuskel von 
Tauben beobachtet. Die in Tabelle Il] angefiihrten Befunde erlauben 


Tabelle III. DieAnderungen inder Zusammensetzung der Phosphor- 
verbindungen bei Autolyse des Herzmuskels in Wasser. 





1 ek Ee on Ue 7 s 
Gesamt- 
P der H; PO, menge 
nach Hydrolyse der 
' 2 > j -0 i y No > a. 
Datum Versuchsbedingungen H, Pu, in aa ER HCl Fa be sl 
mee a dungen 
7 30 60 |120 180 a. 
mg-/» Min. mg-°/, mg-o'o 
23. XI. 1933! 1. Extrakt. . . 58 | 76 80 85 91 91) 131 90,4 
1. a) Ba- -Niederschlag . 54 |65 66 — — — 83 30,5 
2. Extrakt nach 10 Min. 
Autolyse im Wasser 52 '65 71, 78;83 84) 120  138,0 
2. a) Ba-Niederschlag . 5D 665 57 —- -— 75 25,0 
11. 1.1984] 1. Extrakt. .. ; 538 77 83 —|'— —| 150 99,6 
1. a) Ba-Niederse hlag ; 51 (72 79 —|— —) 116 60,0 
2. Extrakt nach 10 Min. 
Autolyse .. : 57 75 80'—|— —. 158 123,2 
2. a) Ba-Niederse hlag - 56 70 73 —|—'—) Ill 36,4 
14. 11.1934) 1. Extrakt. . . ; 57 |79' 86: —|—|—| 153 108,0 
1. a) Ba- Niederschlag ; 56 «676 82 —|— — > 107 46,2 
2. Extrakt nach 16 Min. 
Autolyse . . 54 72 84 —|— 154 -152,6 
2. a) Ba- Niederschlag i 54 (68 74. —|—'—! 91 30,5 
14. 17.1934 1. Extrakt. .. ; 57 «688 94 —!|-— —, 160 123.0 
1. a) Ba- Niederschlag ' 57 §=683 92 —\|— —) 115 41.6 
2. Extrakt nach Auto- 
lyse. . 56 «683 41 —|— —) 158 152.6 
2. a) Ba- Niederschlag . 55 80 86 —|— —) 108 43,7 
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es, den Umsatz der Phosphorverbindungen des Herzmuskels bei der 
Autolyse genauer zu verfolgen. In einer Reihe von Versuchen wurde der 
Gehalt der Phosphorverbindungen und der Pentoseverbindungen im 
Ba-Niederschlag aus eiweiBlosem Extrakt bestimmt. Dabei ergab sich, 
das der Gehalt an Adenindinucleotid bei der Autolyse des Herzmuskels 
bedeutend abnimmt (Spalte 8). Gleichzeitig nimmt auch die Menge 
des mit Ba fallbaren Phosphors bei der Autolyse ab (Spalte 7). 

Die Verminderung des Adenindinucleotidgehalts tritt bei gleich- 
zeitiger Zunahme der Gesamtmenge der Pentose enthaltenden Ver- 
bindungen bei der Autolyse des Herzmuskels auf. Es muB also die 
Frage geklart werden, aus welchen Substanzen die Pentoseverbindungen 
des Herzmuskels gebildet werden. Hier besteht die Méglichkeit, daB 
bei der Autolyse Nucleoproteide (Polynucleotide) zerfallen unter Bildung 
von Pentoseverbindungen, die durch Trichloressigsiure nicht fallbar 
sind, oder diese Verbindungen entstehen aus anderen Substanzen. 
Gegen eine Teilnahme von Nucleoproteiden an diesem Vorgang sprechen 
die Befunde von Sorg (10), nach denen die Fraktion der mit Trichlor- 
essigsaure fallbaren Phosphorverbindungen ausschlieBlich aus Phospha- 
tiden besteht ; demnach enthalt der Herzmuskel praktisch keine Nucleo- 
proteide. 

Wir haben versucht, auf experimentellem Wege zu klaren, aus 
welchen Substanzen die Pentoseverbindungen bei der Autolyse des Herz- 
muskels entstehen. Fiir diesen Zweck haben wir die Menge der Pentose 
enthaltenden Verbindungen bestimmt: 1. unmittelbar in dem in fliissiger 
Luft zerriebenen Herzmuskel, 2. im Trichloressigsiureextrakt aus in 
fliissiger Luft zerriebenem Herzmuskel, 3. im Trichloressigsiureextrakt 
aus in Wasser autolysiertem Herzmuskelbrei. Aus den in Tabelle IV 
angefiihrten Ergebnissen dieser Versuche geht hervor, da die Gesamt- 
menge der Pentose enthaltenden Verbindungen im Herzmuskelgewebe 
bedeutend geringer ist als die Menge derselben im Extrakt aus autoly- 
siertem Muskelbrei; sie ist in der Mehrzahl der Versuche derjenigen gleich, 
die aus dem Extrakt des in fliissiger Luft zerriebenen Herzmuskels ge- 
wonnen wird. Daraus kann geschlossen werden, daB die bei der Autolyse 
entstehenden Pentoseverbindungen nicht aus Nucleoproteiden gebildet 
werden. Eine Bildung von Pentoseverbindungen haben in unserem 
Laboratorium Feinschmidt und Dmitrenko (11) beim Zerreiben von 
Skelettmuskeln von Froschen in Wasser mit Quarzsand festgestellt. 

Um die Bildung von Pentoseverbindungen weiter zu erforschen, 
haben wir ferner die Autolyse des Herzmuskels in Gegenwart von Mg” 
und bei Anderung der Reaktion nach der alkalischen Seite (in Borat- 
lésung, pu = 9,4) untersucht. 

d) Autolyse des Herzmuskels in Boratlésung. In diesen Versuchen 
wurde der Herzmuskel in gesattigter Boratlésung zerrieben, eine be- 
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Tabelle IV. Pentoseverbindungen bei der Autolyse des Herz- 
muskels in Wasser. 





Gesamtmenge 
Dat der Pentose- Zu- 
acum Versuchsbedingungen verbindungen nahme 
; als Pentose 
1934 mg-9) 5 
28.111. 1. Herzmuskel in fliissiger Luft zerrieben . . . 145 
a papeeimeter BAO. 62% rd esi ek 117 
3. Enteiweibter Extrakt nach Autolyse in Wasser 167 15,1 
1. IV. | 1. In flassiger Luft zerrieben ........ 111 
ee Ro gg arias gd kaha) See 113 
8. Extrakt nach Autolyse .....2...:. 167 50,5 
9. IV. || 1. In flissiger Luft zerrieben ........ 122 
De es aes oR hee ek 122 
§. Extrakt nach Autolyse .......... 157 28,7 
23. IV. | 1. In flissiger Luft zerrieben ........ 148 
i SMU Ce a gk le we eK wa 145 
3. Extrakt nach Autolyse ........2... 191 29,0 
23. IV. 1. In fliissiger Luft zerrieben ... . aes 143 
a ee a, ieee 147 
o. Extrake nach Autolyse ... . . . 2... ee 206 44,7 


stimmte Zeit stehengelassen und darauf Trichloressigsiure zugesetzt. 
Bei der Anstellung dieser Versuchsreihe gingen wir von folgenden 
Voraussetzungen aus: Nach den Befunden von Parnas (12) und Mit- 
arbeitern wird beim Zerreiben von Skelettmuskeln in Boratlésung die 
auf Kosten der Desaminierung von Nucleotiden verlaufende traumatische 
Ammoniakbildung gehemmt. Was den Herzmuskel betrifft, so wird 
unter den genannten Bedingungen die traumatische Ammoniakbildung 
zuerst auch gehemmt; wenn der Herzmuskelbrei in Boratlésung stehen- 
gelassen wird, so findet jedoch im Gegensatz zu dem Skelettmuskel eine 
Ammoniakbildung statt, die allerdings weniger ausgesprochen ist als 
die traumatische. Nach der Ansicht von Parnas und Ostern (13) ist 
dies dadurch bedingt, da8 im Herzmuskel die Ammoniakbildung auf 
zwei verschiedenen Wegen verlauft: der erste ist die Desaminierung 
von Nucleotiden, der zweite die Desaminierung von anderen 
Substanzen. 

Wir haben den Ammoniakgehalt und den Gehalt von Pentose- 
verbindungen von in Boratlésung zerriebenem Herzmuskel bestimmt, 
wobei die einzelnen Portionen verschiedene Zeit stehengelassen wurden. 
Wir konnten dabei den Befund von Parnas und Ostern bestatigen, dab 
beim Zerreiben und kurzen Verbleiben des Herzmuskels in Boratlésung 
keine bemerkenswerte Zunahme des Ammoniakgehalts eintritt. Bei 
langerem Verbleiben des Herzmuskelbreies in Boratlésung nahm der 
Ammoniakgehalt bedeutend zu. Unsere Befunde iiber den Gehalt von 
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Pentoseverbindungen bei Autolyse in Boratlésung sind in Tabelle V 
wiedergegeben. Wie aus Spalte 5 dieser Tabelle ersichtlich, blieb die 
Gesamtmenge der Pentoseverbindungen nach 10 Minuten Autolyse in 
einem Falle unverandert, im anderen nahm sie zwar zu, jedoch bedeutend 
weniger als bei 10 Minuten Autolyse in Wasser. Bei lingerer Autolyse 
nimmt die Menge der Pentoseverbindungen bedeutend zu (auBer in dem 
Versuch vom 28. Marz). Demnach wird bei py = 9,4 (Boratlésung) die 
Bildung von Pentoseverbindungen sowie die Ammoniakbildung bei der 
Autolyse gehemmt. Bei langerer Autolyse nimmt die Menge der Pentose- 
verbindungen und diejenige des Ammoniaks zu. 


Tabelle V. Autolyse in gesattigter Boratlésung (py = 9,4). 





1 2 3 q 5 
Gesamt- 
P der H, PO, menge 
Datum Vive : ; P der nach Hydrolyse der 
ersuchsbedingungen HPO in mg-°/, in Gesamt-P) Pentose- 
3” "*) HCl bei 100° verbindun- 
gen als 
Pentose 
1934 mg-°/) 7 Min. | 30 Min. mg-®/9 mg-°/9 


7. Il. 1. Kontrolle (in fliissiger 

Luft zerrieben mit 
CClzCOOH extrahiert) | 51 88 94 152 96 

2. Versuch (in gesattigter 

Boratlésung zerrieben, 

10 Min. stehengelassen, 

dann CCl,COOH = zu- 


OM Se ee ee ee 71 85 164 115 
3. Versuch (wie 2, aber 

30 Min. stehengelassen) | 60 71 85 170 160 

15: TL) deoontrolle: ..ac.cac. ep) ORE BB) 90,2 157 148 
, 2. Versuch (24 Std. stehen- 

gelassen) ......{ 80 97,5 | 107 169 184 

28. III. 1. Kontrolle eet 62,2 84 88 146 117 
2. Versuch (20 Min. ge- 

hate) po cotee. otk 77 85 169 166 
3. Versuch (24 Std. ge- 

Se a ee 99 109 170 108 

eo. AV. I. mopwmone” 2. ec 64 88 101 205 146 
2. Versuch (10 Min. ge- 

AMIN 225) ingle gti, Teicg he 80 90 214 146 
3. Versuch (20 Min. ge- 

standen) . 64 81 89 214 168 


Auf Grund dieses Parallelismus zwischen Bildung von Pentose- 
verbindungen und von Ammoniak bei der Autolyse in Boratlésung kann 
jedoch noch nicht geschlossen werden, daB beide Vorgange miteinander 
verbunden sind. Wir kénnen nicht behaupten, daB die Ammoniakbildung 
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im Herzen auf Kosten der Desaminierung der wahrend der Autolyse 
entstehenden Pentoseverbindungen verlauft. Man miiBte zuerst be- 
weisen, da die bei der Autolyse entstehenden Pentoseverbindungen 
Nucleotide sind und da sie desaminiert werden. Entsprechende 
Untersuchungen werden zur Zeit in unserem Laboratorium aus- 
gefihrt. 


Bei der Autolyse des Herzmuskels in Boratlésung treten auch 
Anderungen in den Phosphorverbindungen ein. Wie aus Spalte 1 er- 
sichtlich, nimmt unter diesen Bedingungen der Gehalt an anorganischem 
Phosphat zu (auBer Versuch vom 23. Marz). Gleichartige Befunde hat 
zuerst Ferdmann (14) an Taubenmuskeln und darauf Mozolowski, 
Sobzuk und Reiss (15) an Froschmuskeln bei der Autolyse in Borat 
beobachtet. Gleichzeitig nimmt, wie aus Spalte 3 ersichtlich ist, die 
Menge der Phosphorverbindungen ab, die bei Hydrolyse in n HCI bei 
100° in 30 Minuten zerfallen. Da die Menge des séureléslichen Phosphors 
(Spalte 4) zunimmt, mu angenommen werden, da bei Autolyse von 
Herzmuskelbrei bei py = 9,4 in Saure nichtlésliche Phosphorverbin- 
dungen (Phosphatide) zerfallen. 


e) Autolyse von Herzmuskeln in MgC!,-Lésung. Aus den Befunden 
von Ostern und Mann (16) (17) geht hervor, daB Mg-Ionen von spezifischer 
Bedeutung fiir die Ammoniakbildung sowohl im Skelettmuskel als auch 
im Herzmuskel vorhanden sind. In Gegenwart von Mg-lonen ist die 
traumatische Ammoniakbildung gehemmt. 


Wir haben den Einflu8 von Mg-Ionen auf die Bildung von Pentose- 
verbindungen bei der Autolyse von Herzmuskelbrei untersucht. Aus 
den in Tabelle VI (Spalte 8) angefiihrten Daten ist ersichtlich, daB auch 
bei Autolyse in Gegenwart von Mg-Ionen Pentoseverbindungen gebildet 
werden. Der Umfang dieser Bildung war ungefihr demjenigen bei 
Autolyse bei pu = 9,4 (siehe Tabelle V) gleich. Es ist bemerkenswert, 
daB in unseren Versuchen die traumatische Ammoniakbildung durch 
Mg-Ionen zwar gehemmt wurde, bei darauffolgender Autolyse jedoch 
eine Ammoniakbildung eintrat. 


In Gegenwart von Mg-Ionen findet, wie aus Spalte 1 bis 7 hervor- 
geht, eine Bildung von stabilen Phosphorverbindungen (Hexosemono- 
phosphat ?) auf Kosten von anorganischem Phosphat statt. Einen 
spezifischen EinfluB von Mg-Ionen auf die Phosphorylierung von 
Hexose hat Lohmann (18) nachgewiesen. Die Menge der Fraktion 
von Phosphorverbindungen, die bei Hydrolyse in nHCl bei 100° 
in 30 Minuten gespalten werden, nimmt bei der Autolyse in Gegen- 
wart von Mg-lonen in geringerem Mabe ab, als bei der Autolyse in 
Wasser. 
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Tabelle VI. Kurze Autolyse in MgCl,-Lésung. 





1 2 . Te 5 6 x | 8 

Gesamt- 

2 menge 

Dat P der H; PO, in mg-°/9 ms 

atum adi : Fen . 

-" Versuchsbedingungen P der , nach ere, HCl | Ge- | Pentose- 
Hy PO, ei 100° samt-P  verbin- 

Se Le ee ae dungen 

7 ” 60 | 120) 180 oa 

1934 mg-°/o Min. mg-9/o = mg-9/o 


9. IV. 1. Kontrolle (in flissiger 
Luft zerrieben, mit 
CClz COOH extrahiert) 

2. Versuch (in MgCly-Lé- | 58,2 | 90 96 | 98/100100)! 160 122 
sung zerrieben, 10 Min. | | 
gestanden, dann | | 
CCl; COOH zugesetzt) 47,0 71 80 | 86) 86) 88) 154 122 

3. Versuch (20 Min. ge- i 
standen). ..... . || 44,0 67) 78 | 84) 84) 87] 168 174 

4. Versuch (2 Std. ge- 
emnGees oS See Se 


| 


35,8 | 58 72 | 84| 84| 87/ 170 | 146 


Oo. tit. i 1. Momtroe SS a. 62.2 184; 88 |—|—/;— | 146 117 
2. Versuch. ..... .. || 59,0 /80) 87 |—|—|— || 158 163 
3. * ara ey ae ae i—|— 165 | 174 
1. 1V.|1. Kontrolle ..... . || 87 91/1025; —|—|— || 156 | 115 
2. Versuch. ...... (|| 42 | 71!) 82,77;—|/—|— |} 154 155 
By ee ee ef 88 64] 74 | —|—|—]] 165 | 174 
23. 1V./ 1. Kontrolle . . . . . . |) 64 | 88/101 (100|107 107], 205 146 
O. VORGRN 6s oe. see 69| 77 90) 92100) 214 170 
Diskussion. 


Aus den Ergebnissen unserer Versuche geht hervor, daB man die 
Menge des Adenindinucleotids des Herzmuskels nicht beurteilen kann, 
indem man den bei Hydrolyse in n HCl bei 100° in 7 Minuten ab- 
gespaltenen Phosphor bestimmt. 

Der Herzmuskel enthalt eine Fraktion leichthydrolysierbarer 
Phosphorverbindungen, die bei der Hydrolyse in n HCl bei 100° in 
30 Minuten gespalten werden. Diese Fraktion von Phosphorverbindungen 
wird bei schwach alkalischer Reaktion durch Baryt gefallt. 

Das Adenosindinucleotid kann quantitativ auf Grund des Pentose- 
gehalts der in Wasser nicht lésbaren Ba-Salze der Phosphorverbindungen 
nach der von Ferdmann fiir Muskeladenosintriphosphorsaure ausge- 
arbeiteten Methode bestimmt werden. Diese Methode erlaubt es, auch 
die Gesamtmenge der Pentoseverbindungen des Herzens zu ermitteln. 
Nach unseren Befunden entfallen auf die Pentose des Adenindinucleotids 
des Herzens durchschnittlich etwa 40% der Gesamtpentose; was die 
iibrigen 60°, betrifft, so sind sie wahrscheinlich zum gréBten Teil als 
Adenylsaure gebunden. Diese Annahme mu8 jedoch experimentell 

















Uber den Umsatz von Nucleotiden im Herzmuskel. I. 201 


gepriift werden. Zur Zeit werden in unserem Laboratorium Methoden 
ausgearbeitet, die es erméglichen sollen, das Adenindinucleotid und seine 
Zerfallsprodukte, darunter auch freie Pentose, quantitativ zu bestimmen. 
Bei der Autolyse des Herzmuskels nimmt nach unseren Befunden die 
Menge der Pentoseverbindungen zu. Da diese Zunahme nicht durch 
einen Zerfall von Nucleoproteiden oder Polynucleotiden des Herzmuskels 
bedingt ist, miissen noch andere Quellen fiir die Bildung von Pentose- 
verbindungen bestehen. Um diese Quellen zu erforschen, miissen weitere 
Untersuchungen angestellt werden. Bei langerer Autolyse des Herz- 
muskels nimmt die Menge der Pentoseverbindungen wieder ab. Es 
kann demnach im Herzmuskel eine Bildung sowie ein Schwund von 
Pentoseverbindungen stattfinden. 

Ostern und Parnas haben in Durchstr6mungsversuchen beobachtet, 
daB ein Teil der zur Durchstrémungslésung zugesetzten Adenylsaure 
vom Herzen zersetzt wird. In diesen Versuchen wurde die Menge der 
Adenylsiure pharmakologisch geschatzt und es wurde nicht ermittelt, 
wie weit der Zerfall der Adenylsaure geht. In letzter Zeit hat Weicker (19) 
gezeigt, daB in vitro bei der Tatigkeit des Herzens von Kaninchen und 
Katzen unter anaeroben Bedingungen die Menge der Adenylsaure 
allmahlich abnimmt. Die Adenylsiure wurde mit Hilfe der Desaminase 
von Schmidt (20) als Ammoniak bestimmt. Auch in diesen Versuchen 
wurde nicht bestimmt, wie weit der Zerfall der Adenylsaéure geht. Aus 
unseren Befunden, nach denen bei laingerer (24 Stunden) Autolyse des 
Herzmuskels in Wasser die Menge der Pentoseverbindungen abnimmt, 
geht hervor, dafi die Méglichkeit eines weitgehenden Zerfalls von 
Nucleotiden im Herzmuskel besteht, wobei Pentose verschwindet. 


Schlubfolgerungen. 


1. Der Herzmuskel des Hundes enthalt eine Fraktion von Phosphor- 
verbindungen, die bei Hydrolyse in n HCI bei 100° in 30 Minuten zerfallt. 
Diese Fraktion besteht auBer aus Adenindinucleotid noch aus einer oder 
einigen Phosphorverbindungen. 

2. Die Pentose des Adenindinucleotids ergibt durchschnittlich etwa 
40°, der Gesamtmenge der Pentoseverbindungen des Herzmuskels. 

3. Bei kurzer Autolyse des Herzmuskels in Wasser nimmt die 
Menge seiner Pentoseverbindungen zu; bei langerer Autolyse schwindet 
ein Teil der Pentoseverbindungen. 

4. Die Bildung von Pentoseverbindungen im Herzmuskel verlauft 
nicht auf Kosten eines Zerfalls von Nucleoproteiden. 

5. Bei alkalischer Reaktion (pa = 9,4) und in Gegenwart von 
Mg-Ionen ist die Bildung von Pentoseverbindungen bei der Autolyse 
des Herzmuskels vermindert. 
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6. Bei Autolyse des Herzmuskels nimmt die Menge des Adenin- 
dinucleotids ab. In Gegenwart von Mg-Ionen ist der Zerfall von Adenin- 
dinucleotid verlangsamt. 
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Uber den Umsatz der Adenosintriphosphorsaiure im Muskel. 
I. Mitteilung: 


Die Dephosphorylierung der Adenosintriphosphorsiure wihrend der 
Muskeltiatigkeit. 


Von 
D. Ferdmann und O. Feinsehmidt. 
Unter Mitwirkung von M. Dmitrenko. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Arbeitsinstituts der Ukrainischen 
Gewerkschaften in Charkow.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1935.) 


Von den drei energetischen Vorgingen wahrend der Muskeltatigkeit, 
die zur Zeit bekannt sind — Zerfall von Kreatinphosphorsaure, Milch- 
siurebildung und Zerfall von Adenosintriphosphorséure — sind nur 
die beiden ersten gut erforscht. Was die Fragen betrifft, ob Adenosin- 
triphosphorsaure bei der Muskelkontraktion zerfallt, wie tief ihr Zerfall 
geht, wie ihre Resynthese bei der Erholung verlauft, dariiber ist noch 
wenig bekannt. Bevor diese Frage geklart ist, kann aber nicht ent- 
schieden werden, ob der Muskel ausschlieBlich auf Kosten der genannten 
energetischen Vorgange arbeitet, oder ob noch andere Energiequellen 
dabei von Bedeutung sind. Ziel vorliegender Arbeit war es, zu er- 
forschen, wie der Zerfall der Adenosintriphosphorséure bei der Muskel- 
taitigkeit und ihre Resynthese bei der Restitution verlauft. 
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N=C. NH, OH OH! OH HO— PO 


HC C N=——_C—-C C C—C—0—P= O O 


SCH] | | 


| y ot My Zip. 
N—C N HH H HH, OH| HO—P=0 


OH 

Von der chemischen Struktur der Adenosintriphosphorsaiure (1) 
ausgehend, sind verschiedene Wege ihres Zerfalls denkbar. Und zwar 
bestehen hier folgende Méglichkeiten: 

1. Desaminierung unter Bildung von Inosintriphosphorsaure [eine 
Bildung von Inosintriphosphorséure hat Lohmann (1) in Autolyse- 
versuchen beobachtet; ob jedoch eine derartige Spaltungsreaktion 
bei der Muskelkontraktion stattfindet, ist nicht bekannt]. 2. Abspaltung 
der Pyrophosphorséure als o-Phosphorséiure [die Méglichkeit einer 
Bildung von o-Phosphorséure auf Kosten der ,,Pyrophosphatfraktion* 
bei der Muskeltatigkeit ist von Lohmann (2), sowie von Embden, Lehnartz 
und Hefter (3) untersucht worden]. 3. Desaminierung nach voran- 
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gehender Dephosphorylierung (Abspaltung von O-Phosphorsaure) (ob- 
wohl dieser Frage eine Reihe von Untersuchungen gewidmet ist, besteht 
zur Zeit keine Einigkeit dariiber, ob das Ammoniak unmittelbar von 
Adenosintriphosphorsaure abgespalten wird, oder ob es erst nach ihrem 
Zerfall aus Adenylsdure entsteht). 4. Zerfall in Adenylsiure und 
Pyrophosphorsaure (die Méglichkeit einer derartigen Spaltungsreaktion 
bei der Muskeltatigkeit ist bis zu vorliegenden Versuchen nicht unter- 
sucht worden). 5. Ein tiefergehender Zerfall unter Bildung von Nucleosid 
und H,PO, oder von Purin, Pentose und Phosphorséure [aus den 
Untersuchungen von Embden und Lehnartz (4) und von Kerr (5) geht 
hervor, daB ein derartiger tiefgehender Zerfall bei der Muskeltatigkeit 
eintreten kann, jedoch nur in geringem Umfang]. 

Fiir die Untersuchung des Umsatzes von Adenosintriphosphorséure 
im Muske] sind Methoden erforderlich, die es erlauben wiirden, die 
Adenosintriphosphorsadure, sowie ihre verschiedenen méglichen Zerfall- 
produkte quantitativ zu bestimmen. Derartige Methoden fiir die Unter 
suchung des Nucleotidumsatzes werden zur Zeit in unserem Laboratorium 
ausgearbeitet. 


Die von dem einen von uns |D. Ferdmann (6)| 1933 ausgearbeitete und 
veréffentlichte Methode fiir die Bestimmung von Adenosintriphosphorsaure 
und von anorganischem Pyrophosphat erméglicht es, zu erforschen, ob 
Pyrophosphorsaéure von Adenosintriphosphorsaéure abgespalten werden kann. 
Nach den Befunden von Meyerhof und Lohmann (7) ist der Zerfall von 
Adenosintriphosphorséiure in Ammoniak, Inosinséure und O-Phosphorsiure 
eine exotherme Reaktion, und zwar wird dabei pro Mol Adenosintriphosphor- 
siure 33000 cal frei. Da von dieser Warmemenge auf die Desaminierung 
verhailtnismaBig wenig (etwa 8000 cal) entfallt, ist die Warmebildung beim 
Zerfall von Adenosintriphosphorséure hauptsachlich durch ihre Dephosphory- 
lierung bedingt (25000 cal). Daher erscheint es von groBem Interesse fiir 
die Erforschung der im Muskel verlaufenden energetischen Vorginge, die 
Dephosphorylierung der Adenosintriphosphorsaéure und ihre Resynthese bei 
der Muskeltatigkeit zu untersuchen. Die ersten Untersuchungen in dieser 
Richtung wurden 1928 von Lohmann (2), darauf 1930 von Embden, Lehnartz 
und Hefter (3) unternommen. In diesen Untersuchungen wurde der Gehalt 
des Muskels nach Arbeit bzw. Erholung an Phosphorverbindungen, die in 
n HCl bei 100° in 7 Minuten hydrolysiert werden, bestimmt, also nach den 
damaligen Vorstellungen an anorganischem Pyrophosphat. Nach den Be- 
funden von Lohmann bleibt bei der Arbeit eines isolierten Muskels bis zu 
mittleren Ermiidungsgraden sein Gehalt an ,,Pyrophosphat‘ (,,leicht- 
hydrolysierbare Phosphorfraktion’‘) unverandert. Nur bei weitgehender 
Ermiidung konnte er einen Zerfall von 50 bis 60% des urspriinglich vor- 
handenen Pyrophosphats nachweisen. Bei Erholung eines derartig ermiideten 
Muskels in Sauerstoff beobachtete Lohmann keine Resynthese des zer- 
fallenen Pyrophosphats, er nahm daher an, daB die Pyrophosphatspaltung 
kein physiologischer Vorgang sei. Aus den Versuchen von Embden, He/fter 
und Lehnartz geht dagegen hervor, daB bei der Arbeit eines isolierten Muskels 
ein betrichtlicher Teil seines Pyrophosphats verschwindet, bei der Erholung 
wird es resynthetisiert. Nur nach langerer und weniger schonenden Reizung 
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war auch in den Versuchen von Embden und Mitarbeitern keine Resynthese 
von Pyrophosphat wahrend der Erholung nachweisbar. Die Differenzen 
zwischen den Befunden von Lohmann und von Embden sind wahrscheinlich 
durch verschiedene Versuchsanordnung bedingt, immerhin kénnten diese 
Untersuchungen die Frage iiber die Dephosphorylierang von Adenosintri- 
phosphorsaiure bei der Muskeltatigkeit nicht endgiiltig kliren, selbst wenn 
diese Forscher sogar zu gleichen Schliissen gekommen waren. Unserer 
Ansicht nach ist die weitverbreitete Annahme, daB man nach der Menge des 
bei Hydrolyse in n HCl bei 100° in 7 Minuten abgespaltenen Phosphors die 
Adenosintriphosphorsiuremenge beurteilen kann, unberechtigt; denn unter 
diesen Bedingungen wird nicht nur das als Adenosintriphosphorséure ge- 
bundene, sondern auch das anorganische Pyrophosphat hydrolysiert. 
Adenosintriphosphorséure kann nach dieser Methode nur dann quantitativ 
bestimmt werden, wenn im voraus bekannt ist, daB kein anorganisches 
Pyrophosphat daneben vorhanden ist, also bei Bestimmung in reinen 
Adenosintriphosphorséurelésungen, nicht aber im biologischen Versuch. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir untersucht, wie die De- 
phosphorylierung von Adenosintriphosphorsaure bei der Muskeltatigkeit 
unter physiologischen Bedingungen verlauft, dabei interessierte uns 
hauptsachlich, ob unter diesen Bedingungen anorganisches Pyrophosphat 
abgespalten wird. DaB eine derartige Abspaltung von anorganischem 
Pyrophosphat aus Adenosintriphosphorséure méglich ist, hat Lohmann 
auf chemischem Wege an reinen Adenosintriphosphorséurepraparaten 
gezeigt, und zwar konnte er nachweisen, daB bei alkalischer Reaktion 
Adenosintriphosphorséure beim Erwarmen in Adenylséure und Pyro- 
phosphorsaéure zerfallt. Die Méglichkeit einer fermentativen Bildung 
von Pyrophosphorséure aus Adenosintriphosphorsaure ist bis zu den 
vorliegenden Versuchen nicht nachgewiesen gewesen. 


Methodik. 


Die Versuche wurden an Fréschen angestellt. Wir lieBen die Tiere auf 
feuchtem Linoleum bis zu voller Ermiidung springen. Nach 1 bis 2 Minuten, 
etwa nach 15 bis 20 Spriingen, war der Frosch vollkommen ermiidet und 
konnte nicht mehr zum Springen gezwungen werden. Ein Teil der er- 
miideten Frésche wurde sogleich getétet, ein anderer Teil nach 30 Minuten 
Erholung. AuBerdem wurden zum Vergleich Frésche untersucht, die nicht 
ermiidet wurden und langere Zeit ruhig waren. Nach Durchschneiden des 
Riickenmarks wurden die Muskeln der Hinterextremitat in fliissiger Luft 
gefroren und zerkleinert. Das Muskelpulver wurde mit Trichloressigsaéure 
(2cem 7% iger Lésung pro 1g Muskel) extrahiert und enteiweiBt, iiber 
Nacht stehengelassen und darauf filtriert. Im Filtrat wurde Adenosintri- 
phosphorséure und anorganische Pyrophosphorséiure nach Ferdmann 
bestimmt. Fiir diesen Zweck wurden aus dem Filtrat die bei schwach 
alkalischer Reaktion nicht lésbaren Ba-Verbindungen gefallt, darunter 
Adenosintriphosphorsaéure und freies Pyrophosphat (wenn dieses im Muskel 
vorhanden ist). Die Menge der Adenosintriphosphorsiure wurde aus dem 
Pentosegehalt (als Furfurol bestimmt) des Ba-Niederschlags berechnet, die 
Summe von als Adenosintriphosphorséure gebundenem und von anorgani- 
schem Pyrophosphat nach der Menge des in 7 Minuten bei Hydrolyse in 
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n HCl bei 100° abgespaltenen Phosphors beurteilt. Die Differenz zwischen 
Gesamtpyrophosphat und dem aus dem Pentosegehalt berechneten ge- 
bundenem Pyrophosphat (ein Molekiil Furfurol entspricht zwei Atomen 
leichthydrolysierbaren Phosphors) ergibt das freie (anorganische) Pyro- 
phosphat. 

In einer zweiten Versuchsserie wurde die Adenosintriphosphorsaure mit 
Hilfe des spezifischen Ferments Adenosintriphosphatase von Jakobsen (8), 
die anorganische Pyrophosphorsaéure mit Hilfe der nach der Vorschrift von 
Lohmann (9) erhaltenen Pyrophosphatase bestimmt. Die Fermentlésungen 
wurden aus Lebern von Katzen und Hunden erhalten. Die Ansatze (neutrali- 
siertes eiweiBfreies Filtrat) mit Adenosintriphosphatase blieben 1'/, Stunden 
bei 40° stehen, diejenigen mit Pyrophosphatase 1 Stunde bei 20 bis 25°, Es 
wurden auBerdem stets Kontrollansétze mit reiner Na-Pyrophosphatlésung 
mit den betreffenden Fermentlésungen stehengelassen. Unter den an- 
gefiihrten Bedingungen wurde Na-Pyrophosphat durch Pyrophosphatase 
vollstandig gespalten. Adenosintriphosphatase dagegen spaltete kein 
Na-Pyrophosphat oder nur Spuren desselben. 


Versuchsergebnisse. 

Ein Teil unserer Versuche, zu denen wir uns fiir die Bestimmung 
von Adenosintriphosphorsaure und der anorganischen Pyrophosphor- 
sdiure der Methode von Ferdmann bedienten, ist in Tabelle I wieder- 
gegeben. Wie aus den angefiihrten Daten ersichtlich ist, ist bei den 


Tabelle I. Umsatz der Adenosintriphosphorsaure im Muskel bei 
Arbeit und Erholung (nach Ferdmann bestimmt). 
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} Adenosin-| bundenen 
nach Gesamt- 


Datum Versueha- Hydrolyse pyro- ieee. Rt a od 
a bedingungen A ys a horsiure phosphats 
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bei 100 g Pentose triphos- 
phorsi&ure) 
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phosphor- 
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(8—5) 

0 Min. 7Min.| mg-° mg-°/5 mg-9/9 mg-°/5 


25. I. Ruhe 86 103 17 35,0 2.5 
1933 Ermidung 85 103 . 18.5 i 11,4 
Erholung 84 101 35,2 : 2.4 


3. Il. Ruhe 80 98 39,0 
1933 Ermiadung 83 101 23,3 
Erholung 80 97 7 36.5 


10. XII. Ruhe 98 123 2 60.5 
1933 Ermidung 90 1i7 19,3 
Erholung 113 2 60,1 


Fk: Ruhe 120 56,8 
1934 Ermiidung 110 25,1 
Erholung 111 50,0 


20. Il.  Ruhe 120 60,0 
1934 Ermiidung 114 17,0 
Erholung 110 43,6 
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ermiideten Fréschen der Gehalt der Muskeln an Gesamtpyrophosphat 
(in n HCl bei 100° in 7 Minuten hydrolysierbarer Phosphor) mit dem- 
jenigen der ruhenden Frésche ungefahr gleich (Spalte 3). Wir konnten 
also in dieser Hinsicht die Befunde von Lohmann bestatigen, nach denen 
bei Reizung eines isolierten Muskels bis zu mittleren Ermiidungsgraden 
sein Gehalt an in n HCI leicht hydrolysierbaren Phosphorverbindungen 
unverandert bleibt?. 

Die nihere Untersuchung der Bestandteile dieser Fraktion ergab 
aber, daB bei der Muskeltatigkeit der Gehalt der Adenosintriphosphor- 
sdure bedeutend abnimmt, bei gleichzeitiger Zunahme des anorganischen 
Pyrophosphats. Es findet demnach wahrend der Muskeltatigkeit 
eine Abspaltung von Pyrophosphat aus Adenosintriphosphorsaure statt. 
Dieser Vorgang ist, wie wir nachweisen konnten, ein reversibler. Nach 
30 Minuten Erholung verschwindet das anorganische Pyrophosphat in 
einigen Versuchen vollstandig, in anderen zum gréBten Teil, unter gleich- 
zeitiger Bildung von Adenosintriphosphorsdure. Diese Befunde haben 
wir in einer groBen Reihe von Versuchen erhalten: sie weisen mit 
Sicherheit auf eine Teilnahme der Adenosintriphosphorséure an den 
Vorgangen hin, die bei der Muskeltatigkeit verlaufen. 

Als unsere Untersuchungen schon beendet waren und druckfertig 
vorlagen, wurde eine Arbeit von Lohmann veréffentlicht, in der er 
darauf hinweist, daB es ihm im Gegensatz zu den Befunden aus unserem 
Laboratorium nie gelungen ist, im Ruhemuskel anorganisches Pyro- 
phosphat nachzuweisen. In diesen Versuchen bestimmte Lohmann 
das anorganische Pyrophosphat mit Hilfe von Pyrophosphatase, die 
ausschlieBlich anorganisches Pyrophosphat in o-Phosphorsaure spaltet. 
Es mu8B darauf hingewiesen werden, daB wir in Muskeln von ruhenden 
Fréschen, wie ja aus Tabelle I ersichtlich ist, oft (nicht immer) geringe 
Mengen von anorganischer Pyrophosphorsdure gefunden haben. 

Insofern wir nachgewiesen haben, daB bei der Muskeltatigkeit 
von Adenosintriphosphorsiure Pyrophosphat abgespalten wird, kann 
die Differenz zwischen unseren Befunden und denjenigen von Lohmann 
wahrscheinlich dadurch erklart werden, daB in den Versuchen, in denen 
wir bei ruhenden Fréschen anorganisches Pyrophosphat gefunden 
haben, die Muskel sicher nicht in voJkommenem Ruhezustand waren. 

Da nach unserer Ansicht die Dephosphorylierung der Adenosin- 
triphosphorséure von groBer Bedeutung fiir die Energetik der Muskel- 
kontraktion sein muB, beschlossen wir unsere Befunde noch nachzu- 
prifen, indem wir unter denselben Versuchsbedingungen die Adenosin- 


1 In unseren Versuchen erreichte der Milchséuregehalt der Muskeln des 
ermiideten Frosches 0,250 bis 0,270°%; es zerfielen etwa 70 bis 80% der 
Kreatinphosphorsaure. 
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triphosphorsaure und die Pyrophosphorsaure mit Hilfe der betreffenden 
Fermentlésungen (Adenosintriphosphatase, nach Jakobsen und Pyro- 
phosphatase nach Lohmann hergestellt) bestimmten. 

Wie aus den in Tabelle IT angefiihrten Befunden ersichtlich, haben 
wir auch in dieser Versuchsreihe gleiche Ergebnisse erhalten ; wir konnten 
also nochmals bestitigen, daB bei der Muskeltatigkeit Pyrophosphor- 
siure von Adenosintriphosphorsiure abgespalten wird, wahrend der 
Erholung dagegen findet eine Resynthese von Adenosintriphosphorsaure 
statt. 


Tabelle If. Umsatz der Adenosintriphosphorsaure im Muskel bei 
Arbeit und Erholung (fermentativ bestimmt). 





1 2 3 4 | 5 
y P de wy ale BRE, P de 

pan Datum Versuchs- P der Hy PO, nach Prine Bee Bod helen 

; bedingungeu Hydrolyse inn HCl | Pyrophos- ssn eI Pyrophos- 

bei 100° phorsiure \STOPNOS- phor- 

(2—1) phorsiure siure ** 

Nr. 1934 ~OMin. | 7 Min. mg-°/o mg-°/9 mg-9/ 
17 || 22. XI. | Ruhe 100 124 24 24 0 
Ermidung 89 111 23 13 10 
Erholung 86 109 23 22 1 
20 | 26. XI. | Ruhe 112 137 25 25 0 
Ermidung 100 121 21 14 7 
Erholung 85 107 22 23 0 
21 2. XII. | Ruhe 95 121 26 25 2 
Ermiidung 96 118 22 8 14 
Erholung 101 124 23 20 3 
23 8. XII. Ruhe 91 111 20 19 0) 
Ermiidung 95 114 19 6 13 
| Erholung 80 100 20 18 2 
25 , 15. XII. | Ruhe 100 124 24 22 2 
Ermiidung | 98 118 20 10 10 
Erholung 88 107 19 19 0 

* Mit Hilfe von Adenosintriphosphatase bestimmt. — ** Mit Hilfe von Pyrophosphatase 
bestimmt. 


SchluBfolgerungen. 


Bei der Muskeltatigkeit findet eine Spaltung von Adenosintri- 
phosphorséure unter Bildung von Pyrophosphorsaure statt. Wahrend 
der Erholung wird die Adenosintriphosphorsadure resynthetisiert. 

Diese Befunde haben wir bei der Bestimmung der Adenosintri- 
phosphorsiure und der Pyrophosphorséiure nach der Methode von 
Ferdmann sowie mit Hilfe der spezifischen Fermente Adenosintri- 
phosphatase und Pyrophosphatase erhalten. 

Die von uns nachgewiesene Etappe des Umsatzes der Adenosin- 
triphosphorsaure bei der Muskeltatigkeit wirft eine Reihe von Fragen auf. 
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Und zwar muB untersucht werden, was fiir Verhaltnisse zwischen der 
Gr6Be der Arbeit und dem Umfang des Adenosintriphosphorsiurezerfalls 
bestehen, ferner unter welchen Bedingungen ihre Resynthese verlauft 
und die Verkniipfung des Umsatzes der Adenosintriphosphorsaure 
mit anderen energetischen Vorgangen im Muskel. Die letzte Frage ist 
von besonderem Interesse in Zusammenhang mit den neuesten Angaben 
von Lohmann, nach denen der Zerfall von Adenosintriphosphorséure 
mit dem Umsatz von Kreatinphosphorséure verbunden ist. In dieser 
Richtung werden in unserem Laboratorium weitere Untersuchungen 
unternommen. 
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Biochemische Unterschiede 
zwischen Nierenrinde und Nierenmark. 


Von 
Bruno Kisch. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
Koln.) 
(Eingegangen am 31. Januar 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Eine betrachtliche Literatur! befaBt sich mit den anatomischen 
und funktionellen Eigenschaften der einzelnen Teile des Nephrons. Sie 
sind histologisch gut differenziert. Mit ihrer Funktion befaBten sich in 
den letzten Jahren viele Arbeiten von R. Hober, Ph. Ellinger, E. Frey, 
Janssen und ihren Schilern. R. Keller und seine Mitarbeiter haben sich 
hauptsachlich mit den bioelektrischen Eigenschaften der Niere befaBt. 
Ungelést und bisher fast unbearbeitet ist die Kiage, inwieweit sich die 
einzelnen Teile des Nierensystems voneinander in biochemischer Reak- 
tionsfahigkeit unterscheiden. Im Rahmen der eigenen Arbeiten iiber die 
Spezifitat der chemischen Reaktion verschiedener Gewebe? habe ich, 
besonders durch R. Keller und seine wertvollen Arbeiten angeregt, 
versucht, eine Differenzierung chemischen Reaktionsvermégens bei 
Nierenrinde und Nierenmark zu_ ermitteln. 


Methodik. 


Es wurden diinne Rasiermesserschnitte aus verschiedenen Teilen der 
Niere hergestellt, die dann teils in Warburgs Apparatur zu Atmungsversuchen 
verwendet wurden, teils wurde die Ammoniakbildung nach Embden-Résch * 
bestimmt. Die Nahrlésung (NR.), in der die Schnitte sich waihrend der 
Versuchsdauer befanden, hatte folgende Zusammensetzung: NaCl 0,9 %, 
KC! 0,023 %, CaCl, 0,024%, NaHCO, 0,026 %, px = 7.4. 

Die Schnitte stammten teils aus der Rindenschicht, teils aus der AuBen- 
zone der Marksubstanz (Mark) mit einer Schnittfiihrung von der Rinde zur 
Papille hin unter vorwiegender Verwertung der Innenschicht der Mark- 
auBenzone, teils aus der blassen Papillengegend (Papille). Selbst bei einem 


' Erwihnt seien folgende neuere zusammenfassende Darstellungen: 
A. R.Cushny, The secretion of the Urin. New York 1926; A. Pitter, 
Drei-Driisentheorie der Harnbereitung. Berlin 1926; K. Peter, Untersuchung 
iiber Bau und Entwicklung der Niere. Jena 1927; Ph. Ellinger, Handb. d. 
norm. u. path, Physiol. 4, 308 u. 451, 1929; W.v. Méllendorf, Handb. d. 
mikr. Anat. d. Menschen 7 (1), Berlin 1930; R. Keller, Der elektrische Faktor 
der Nierenarbeit. Mahrisch-Ostrau 1933. — ? Bruno Kisch, Klin. Wochenschr. 
14, 145, 1935; Vier Vorlesungen iiber Kreislauffragen. Kéln 1934. — 
3 H. Rosch u. W.te Kamp, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 158, 1928. 
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so kleinen Objekt wie Rattenniere ist die getrennte Untersuchung von Rinde 
und Mark méglich, wenn auch kleine Grenziiberschreitungen hier nicht 
immer vermeidbar sind. 

Zum Verstandnis der Deutung der Versuchsergebnisse ist es un- 
erlaBlich, ein Bild der Nierenstruktur vor Augen zu haben. Ich bringe 
deshalb (Abb. 1) eine schematische Zeichnung, die ich unter Beriick- 
sichtigung der Bilder und Schemata von Peter, v. Méllendor{ u. a. 
gemacht habe. 


In den Rindenschnitten  iiber- Kapse! 
wiegt, wie man sieht, das gewundene 
Kanalsystem vor allem die Haupt- | ¢ 
stiicke (2), weniger Zwischenstiick und 
Schaltstiick (3). Nierenkérperchen (1) 3 
und Sammelréhren (4) treten dagegen “ An p inde 
an Masse weit zuriick, ebenso die in “a 
der Rindenschicht gelegenen Teile 
Henlescher Schleifen (H). Unsere in 
der AuBenzone’ gefiihrten Mark- 
schnitte enthalten vorwiegend Henle- 
sche Schleifen (H), massenmaBig vor H# 
allem deren dicken Schenkel und in 
geringerem AusmaBe Sammelréhren, 
waihrend unsere Papillenschnitte vor- 
wiegend Sammelréhren und ver- 
einzelt diinne Teile der Henleschen ~ |Lanen 
Schleife enthalten. Sie sind reicher 
an Bindegewebe als unsere Mark- und 
Rindenschnitte. Mit Mark- und Pa- 
pille ausgefiihrte Parallelversuche 
lassen unter Umstanden erkennen, UY 
welcher Anteil an biochemischen Re- 
aktionen des ,,Markes‘‘ dem Sammel- 
rohrsystem, welcher den Henleschen 
Schleifen zukommt, wahrend der Abb 1. Schema des Baues der Siugetierniere. 
Unterschied im Verhalten von ,,Mark* 
und ,,Rinde** einem Unterschied im Verhalten der Henleschen Schleifen 
einerseits, der Tubuli contorti andererseits entspricht, wobei an Masse 
die Hauptstiicke in der Rinde iiberwiegen. 








Mark 




















Da die NH,-Bildung von uns mit einer Methode untersucht wurde, 
bei der eine Bestimmung der Trockensubstanz der Schnitte in den 
einzelnen Versuchen nicht ausgefiihrt wurde, habe ich zunachst in einer 
Reihe von Versuchen bei verschiedenen Tierarten den Trockensubstanz- 
gehalt von Rinde, Mark und Papille der Niere bestimmt. Die Ergebnisse 
enthalt Tabelle I. 

Die Trockensubstanzwerte sind somit bei allen untersuchten Tier- 
arten bei den Papillenschnitten am niedrigsten, bei der Nierenrinde am 
héchsten. Mark hatte (auBer bei Ziege) stets einen etwas geringeren 
Trockensubstanzwert als Rinde. 
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Die Atmungsgr6Be wurde bei vergleichenden Untersuchungen in 
NR. fast durchweg fiir Rinde wesentlich héher gefunden als fiir Mark- 
auBenzone. Ausnahmen wurden jedoch gelegentlich bei frischer Ratten- 
niere und 6fter bei Katzenniere gefunden. Tabelle II gibt einige Vergleichs- 
werte. 


Tabelle I. Trockensubstanzgehalt in %. 








| ; . ark > ; 
ee ee Bi alll 
Tierart = suchs-jeuch-! waxi- | Mini- | siege || Maxi- | Mini- | yyis¢e | Maxi- | Mini- | y5.40) 
- mum mum ~* mum mum ~ mum mum ~" 


Meer- 

schweinchen 1 5 | 25,6 | 24.0 | 24,91 236 222 ' 2381) — — ae 
Kaninchen 1 6 | 22,8 | 21,4 22,2 | 20,0 | 16,0 | 17,6) 15,1 | 11,6 | 128 
Hund 1 6 22,6 | 203 214) 20,8 19,4 203 166 131 148 
Schwein 1 6 24,0 | 226 282/225 189 208 208 180 189 
Schaf 6 | 80 25,0 | 20,2 21,7) 234 17,5 17,8 191 144 164 
Ziege 1 6 17,7) 15.8 169) 180 15,8 | 17,0) 18,7 | 123) 129 
Rind 1 6 || 23,1 | 18,7 | 21,1 | 20,7/| 189 194 163 13,0) 15,1 
Pferd 1 6 21,8 19,0 204 203) 19,0 198 174 15,5 168 


Tabelle I. Qp, vergleichend unter gleichen Bedingungen bei Rinde 
und Mark in NR. untersucht. 





Voiswsia. Mittelwert (), do 





Tierart Vorbehandlung 
. ne Rinde Mark 
J eens mee eae Frisch 13 19,4 | 17.5 
date cae Age lss et 11/, Std. alt 9 8 pias Ramee (8 
Meerschweinchen . . Frisch 13 14,5 10,3 
* Bhs 11/, Std. alt 12 15,0 11,1 
ee ares eo Frisch 3 7,8 8.6 
Rage Bearer soa 11/, Std. alt 5 8,1 8,5 
PEM = Baca ations as Frisch 1 16,9 | 10,3 
Mien is a 1 bis 3 Std. alt 6 13,7 92 
ee CREA oes ) eo Sate eaee 7 8.3 5,1 
Pferd See 3 8,7 6,0 
Schaf agian Saleem 10 12,7 7,9 
Schwein . Yaa EPS aes 11 9,1 5,5 


Weist schon dieser Unterschied in der AtemgréBe, der keine aus- 
reichende Begriindung in Verschiedenheiten des Trockensubstanz- 
gehalts oder Bindegewebsreichtums von Rinde und Mark findet, auf 
eine biochemische Verschiedenheit dieser beiden Nierenteile hin, so wird 
eine solche durch den experimentellen Teil dieser Arbeit einwandfrei 


sichergestellt. , 
Versuchsergebnisse. 


A. Atemversuche'. 
1. Salzwirkungen. La&t man auf Nierenrinde eine hypertonische 
NaCl-Lésung einwirken, so wird die Gewebsatmung deutlich gehemmt? 


1 Bei Ausfiihrung dieser Versuche bin ich durch die Mitarbeit der 
technischen Assistentin Frl. E. Schumann sehr unterstiitzt worden. — 
2 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 271, 131, 1934; 273, 324, 1934. 
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anders reagiert die Henlesche Schleife auf den gleichen EinfluB. Ihre 
Atmung wild gesteigert. Tabelle II zeigt, daB tatsachlich den Henle- 
schen Schleifen und nicht den Sammelréhren diese Reaktion zuzu- 
schreiben ist, denn die Papille reagiert ganz anders. 


Tabelle III. A Versuch an frischer Meerschweinchenniere, B an 
14% Stunden gealterter eines anderen Tieres. 





Vo der Schnitte aus Meerschweinchenniere 
2 


Rinde Mark Papille 
A ee eae Oe Rae B 
OK, ae Pee aa eae 20,4 13,6 10,3 11,9 a 4,1 
InNR.+m/5NaCl .. . 12,2 7,6 13,5 13,9 2,9 3.1 


Der Unterschied im Verhalten verschiedenen Salzen gegeniiber ist 
aus Tabelle IV zu ersehen. Rinde und Mark werden stets verschieden 
beeinfluBt, aber von den verschiedenen Salzen nicht gleichartig. 


Tabelle IV. Vergleich der Beeinflussung von frischer Rinden- und 
Marksubstanz der Meerschweinchenniere. 
Aus je fiinf Versuchsreihen berechnete Mittelwerte. Atmungshemmung 
durch m/5 Salzzusatz zur NR. 














Atmungsbeeinflussung Atmungsbeeintlussung 

Salz bis an Salz in %o a ie 
Rinde Mark Rinde Mark 
a) Sere — 30,8 + 31,8 3. Oe — 21,0 — 38,1 
ar — 42.0 — 27,5 Na,SO,.. — 42.7 — 71 
NaNO, ..|| —22,4 +204 | K,S0, +0 — 97 


Die Tabelle IV zeigt, daB die Atmung der Henleschen Schleife 
des Meerschweinchens durch Zusatz von m/5 NaCl oder NaNO, zur 
NR. gesteigert, die der Rinde gehemmt wird, und daB durch m5 Na, SO, 
die Atmung des Markes viel weniger gehemmt wird als die der Rinde. 
Ahnliches fand ich bei der Niere von Ratte, Schwein, Schaf und Rind. 

Ferner zeigen die Tabellen, daB die Henlesche Schleife K-Salzen 
gegeniiber anders reagiert als die Rinde. NaNO, und KNO, wirkt auf 
die Rinde etwa gleich stark ein, KCl ein wenig starker als NaCl und 
K,SO, im Gegensatz zu Na,SO, itiberhaupt nicht atmunsghemmend. 
Die Henlesche Schleife wird durch KCl und KNO, im Gegensatz zur 
Wirkung von NaCl und NaNO, deutlich atmungshemmend beeinfluBt. 
wahrend die Wirkung von Na,SO, und K,SQ, an ihr etwa gleich ist. 

Tabelle V und Abb.2 bringen vergleichende Untersuchungen 
dieser Art bei frischem und gealtertem Gewebe verschiedener Tierarten, 
wahrend Tabelle VI an verschiedenen Organen der Ratte ausgefiihrte 
Versuche zusammenstellt, die zeigen, daB das auffallende Verhalten der 
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Tabelle V. Beeinflussung des Qo, durch m/5 K- und m/5 Na-Salz 
des gleichen Anions bei Nierenrinde und Nierenmark. 





o_| of 
Vor So| 3 Atmungsbeeinflussung in °/) durch m/5 
Tierart || Gewebe be- BS =e 
handlung BF SS Cee TIO ee ee eee se 
> es) “NaCl KCl NaNO, KNOs Nay SO, K180, 





Ratte Nieren’ | Frisch 6 20,0 —40 —52 -42 -85 -51 -19 
Nieren- || | 4 148 — 80,8 — 42,0|- 22,4 - 21,0|- 42,7 
_Meer | Niven |, | 8/118 | + 81,8 27,5)+ 204 - 38,1|— 7,1 — 9,7 
chen | Nieren-'\ sun alt) 4 13,5  — 18,5 —37,0 — 22,2 - 29,6 - 82,6|- 96 
Nieren- | 11h, 6 9,8 +194 43,9 + 99,6 -39.8+ 41-214 
Rind { Nieren- \o_h , 5 10,0 —24,0 ~ 33,0 — 30,0 — 47,0 — 44,0 - 45,0 
a Nieren- \o_5h,|5 7,6 @ —866-10,5-67,1 + 7,9|~ 42,1 
ae 











oak Na k Nak 


? Na F Na k Na 
lM CL My Sl 


504 







Na 
Dy a 
Ratte Kinde trisch (6) — Meerschw.Rinde trisch(5) — Meerschw. Pas Pe Poe (9) 


@ Nak Nak Nak 
/y Cl My Sly 
Meerschw. Rinde 1% halt (¥) Meerschw. Mark 1 ehalt (6) 









Nak Nak Nak =O WAN Nak Mak 
tM, 8 My 30s 
Rind Rinde 2-5ha/t (5) Kind Mark 2- 5 halt (5) 


Abb. 2. Einflu®{ des Na- und K-Salzes des gleichen Anions auf Nierenrinde und Nierenmark. 
Eingeklammert die Zahl der Versuchsreihen. Uber den Saulen Mittelwert des Yo. 


Nierenrinde gegeniiber K,SO, spezifisch ist, und nur in Rattenleber 
ein Analogon hat. Doch wird die Atmung der Rattenleber, wie ich 
friiher (1. c.) zeigen konnte, durch m/5 KC! auch weniger gehemmt als 
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Tabelle VI. Atmungshemmung in NR. bei frischem Gewebe durch 
m/5 Sulfat in %. 





Ver- Mittlere Atmangthoumang in 9, dureh 
Gewebsart suchs- | ¢) nes : 
reihen 0 Li Na K Rb Cs NH, 


Rattennierenrinde . 4 22.6 46,9 | 56.2 204 27,4 279 757 
Rattenherzkammer 7 7,2 23,6 a 30,6 | 23.6 194 | 47,2 
Rattenzwerchfell 6 6,7 96.9 | 224 | 41,8 | 31,3 | 433 | 478 
Rattenleber 7 8,5 21,2 | 16,5 6 16,5 6 30,6 
Meerschweinchen- 

herzkammer .. . 6 32 12.5} 125 | 81,2 94 | 31,2 | 21,9 
Rinderretina . . . . 7 6,1 34,4 | 213 | 31,1 | 39,3 | 37,7 | 49,2 





5 3 ‘es 
Meerschw. fr. (6)  Meerschw.1 tehah 5 5)  Meerschm fr (2) —- Meerschw. 1 Yehalt (2) 


229 on 


as Ay Hs 


45,4 15,6 147 
































n & ot A WMREE MRD F WR fy BNP i 
Nitze shalt (a) Katze frisch (B) Katte alt %) Ratte frisch (2) Rate frisch(3) 








Hund 2-¥* af (2) Hund ¢ -¢ha/t (. y Schat 2-¥¢halt(9) Schat 2-5halt (9) 


10,8 10,7 








We ART MAT MREE MERE E MESES 
Schwein 2 halle) Schwein 2-5halt (6) Pend Lat (1) 


Abb. 3. Beeinflussung der Atmung der Nierenrinde (schraffiert) und des Nierenmarkes (weif) 
durch Zusatz von NH,Cl zur Na&hrliésung. Eingeklammert die Zahl der Versuchsreihen. 








216 B. Kisch: 


durch m/5 NaCl. Biologisch haben auBer NaCl vor allem Ammonium- 
salze bei Nierenuntersuchungen ein besonderes Interesse. Ich unter- 
suchte den EinfluB eines Zusatzes von m/5, m/10, m/50 und m/100 
NH, Cl auf die Atmung von Rinde und Mark. Das py der NR. wurde 
immer auf 7,4 erhalten. 

Abb. 3, die die Versuche an Niere verschiedener Tierarten wieder- 
gibt, zeigt die schon bekannte (1. ¢.) Atmungshemmung durch m/10 
und m/5 NH,CI bei Rinde; auch beim Nierenmark ist sie nachweisbar, 
wenn auch bei m/10 meist nicht so deutlich wie bei Nierenrinde. Neu 
sind die Versuche mit m/100 und m/50 NH,Cl. Durch m/100 NH,Cl 








NR 71 69 NR 77 69 NR 71 69. NP 71 69 NR 71 69 MR 7769 WR 71 69 MR 71 69 
7¢ 


‘ 4W ; 
Meerschw. th (72) — Meerschw. hall) Schat (5) Ziege(?) 
49 
we ‘6 
u 144 144 444 


























WR 77 69 WP 7 69 NP 71 6.9 WR 79 69 NP 71 69NR 71 69 NR 71 69NR 91 69 
Schwein) Ratte frisch (2) Katze 1%ehalt (3) hund 2-¥¢h alt (¥) 


Abb. 4. EinfluB des py auf die Atmung der Nierenrinde (schraffiert) und des Nierenmarkes 
(weiB) in NR. Eingeklammert die Zahl der Versuchsreihen. 


wird die Atmung von Rinde und Mark stets gesteigert. m/50 NH,Cl 
laBt die Atmung unbeeinfluBt oder hemmt etwas. Nur bei Katze und 
Pferd gab auch m/50 NH, Cl bei Marksubstanz eine deutliche Atmungs- 
steigerung. Abb. 4 zeigt den EinfluB einer Steigerung der H’-Ionen- 
konzentration. An der Nierenrinde ruft bei allen untersuchten Tierarten 
(auBer der Ziege, doch liegt hier nur ein Versuch vor) schon eine Er- 
héhung der [H’] von py 7,4 auf 7,1 und noch starker die auf 6,9 eine 
Atmungshemmung hervor!. Ahnlich reagiert die Marksubstanz bei 
tatte, Meerschweinchen, Schaf, nicht aber bei Schwein, Katze und 
Hund. 

All die bisher mitgeteilten Versuche zeigen eine typische und ver- 
schiedenartige Beeinflussung der verschiedenen Teile des Nephrons durch 
NaCl, K-Salze, NH,Cl, H’ innerhalb harnphysiologischer Konzentrations- 


1 Vgl. diese Zeitschr. 258, 377, 1932. 
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schwankungen. Das lépt den Schlup zu, dap die Funktion der Niere nicht 
nur durch Chemie und Physikochemie des sie erndhrenden Blutes, sondern 
auch durch die des gebildeten Harns typisch beeinflupt wird und erdffnet 
neue Gesichtspunkte fiir cine Beeinflussung der Nierenfunktion durch 


didtetische und medikamentése Beeinflussung der Harnzusammensetzung. 
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18,0 77 B 


— 


130 43,4 pny 
SS ae 


























NR Py WRAr = NRA NRA OM 
Katte tr (4) = Meerschw.tr () Meerschw. 


16,5 


my 15,5 as 














MR Pyr NR Pye NR Fyr WR Fyr ip 
Hund tei) Hund 2-¥2ah ) = Kotte 0) — katte 24" 0 2 


rT taut 


























MR Gl WR Gl WR Gl NP Gl WP Gl NP GL 
Rote tr(t) Rate tte alt(2) Meerschw. fr (3) Rind (3) 



























































Nae 
NP LactNR Lact = WP Loe WP lactWRlact  WhlactWRlact =P LactNRlact =P Lact WA Lact 
hatte tr (2) Rate te" alt (3) — Neersohw. fr(3) Meersohmtte"ah3) — Schwein (3) Rind (3) 


Abb. 5. Beeinflussung der Atmung von Nierenrinde (schraffiert) und Nierenmark (weil) 
durch m/50 Pyruvat, Lactat und m 100 Glucose. 
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2. Versuche an gefiittertem Gewebe. Weiter habe ich in einer Reihe 
von Versuchen die eigenen friheren Erfahrungen tiber Beeinflussung 
der Nierenatmung durch Zusatz gewisser Nahrstoffe zur NR. ver- 
gleichend an Nierenrinde und Nierenmark gepriift. 


Pyruvat, Glucose, Lactat. 

In friiheren Arbeiten konnte ich zeigen, daB ein Zusatz von m/50 
Na-Pyruvat zum NR. im Gegensatz zu Herzkammer und Retina, deren 
Atmung hierdurch um 100 und mehr % gesteigert wird, die Atmung 
der Nierenrinde hemmt!. Abb.5 gibt die Statistik vergleichender 
Versuche in der gleichen Schreibweise wie Abb. 1 bis 4. Es wurden 
immer in einer Versuchsreihe gleichzeitig alle vier Versuche am Material 
derselben Niere ausgefiihrt. 

Die Abb. 5 lehrt, daB bei allen Versuchstieren Pyruvat nur die 
Atmung der Nierenrinde hemmt, die der Henleschen Schleife aber deut- 
lich fordert. Ganz ahnlich verhalt es sich mit der Glucose. Die friiher 
von mir gemachte Beobachtung, daB die Atmung der Nierenrinde durch 
m/100 Glucose nicht merklich geférdert, meist sogar etwas gehemmt 
wird?, gilt wiederum nicht von der AuBenzone der Marksubstanz, deren 
Atmung bei Zufuhr von m/100 Glucose zur NR. deutlich ansteigt. 
Weniger eindeutig ist die verschiedene Reaktion von Rinde und Mark 
gegentiber Lactatzufuhr. 

Aminosauren. 

Ein besonderes Interesse verlangte der Vergleich der BeeinfluBbar- 
keit von Rinden- und Marksubstanz durch Aminosauren. Ich hatte 
schon vor langem gezeigt, daB die Niere verschiedener Tierarten durch 
Aminosduren geradezu spezifisch stark atmungssteigernd beeinfluBt 
wird, was spaéter von H. A. Krebs vollauf bestatigt wurde. Abb. 6 
zeigt nun, wie sich Rinde im Vergleich zum Mark Alanin und Serin 
gegeniiber verhalt. Versuche mit anderen Aminosauren sind bisher von 
mir nur mit Valin, und zwar mit grundsatzlich gleichem Ergebnis wie bei 
Alanin ausgefiihrt worden. 

Abb. 6 und Tabelle VII zeigen in Ubereinstimmung mit meinen 
friiheren Erfahrungen, daB die Atmung der Ratten- und der Meer- 
schweinchenniere (Rindenteil) durch Alanin starker gesteigert wird als 
durch Serin und daB gealterte Rattenniere auf Alanin starker reagiert 
als frische. Dasselbe gilt auch von der Hundeniere. 

Eindeutig zeigen alle Versuche, daB bei Ratte, Meerschweinchen, 
Schwein und Schaf beim frischen und gealterten Organ die Henlesche 
Schleife zwar auch, aber viel weniger atmungssteigernd durch Alanin 
beeinfluBt wird als die Nierenrinde. Es ergibt sich also auch dieser 


1 Diese Zeitschr. 253, 347, 1932 — 2 Ebenda 267, 32, 1933. 
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Tabelle VII. 


Zahl der Beeinflussung des Yo2in NR in °/,. durch 
mn Versuchsreihen <A ees | ace ate oe 
Tierart Alanin 





Alanin Serin Rinde Mark Rinde Mark 


Ratte, frisch 

Ratte, 14/h alt. 
Meerschweinchen, frisch 
Meerschweinchen, 11/, h alt 
Rind, alt . 

Schwein, alt 

Schaf, alt 

Hund, frisch 

Hund, 4h alt 


bo 


l +-+4+ 
Qa DO 


an 
Oo Poon 


T 


+4. 
ll 
DP 


J 
Katze, 2—4h alt 


Aminosaure gegeniiber eine Spezifitat der chemischen Reaktion beim 
Vergleich der einzelnen Teile des Nephrons. Auffallig ist ferner, dab 
dieser Unterschied beim Rind gering, beim Hund kaum bei Alanin, 
wohl aber dem Serin gegeniiber besteht und bei der Katzenniere die 
Markatmung durch Alanin starker gesteigert wird als die Rinden- 
atmung. 

Weniger eindeutig sind, wie man sieht, die Versuchsergebnisse mit 
Serin. Hier wie beim Lactat ist noch weitere Untersuchung nétig. 

DaB Rinderniere durch Alanin weniger als die Niere unserer anderen 
Versuchstiere beeinfluBt wird, ist auch schon in friiheren Mitteilungen 
betont worden. 

Neu sind die Erfahrungen iiber den EinfluB von Serin auf die Atmung 
der Niere von Rind, Schwein, Schaf und Pferd. Auffallend ist, daB im 
Gegensatz zur Ratten-, Pferde- und Meerschweinchenniere gealterte 
Nierenrinde des Schafes durch Serin nicht merklich beeinfluBt, die des 
tindes etwas und die des Schweines deutlich (10°) gehemmt wird. 


B. Aminosduredesaminierung '. 


Nachdem ich gezeigt hatte, da Aminosauren, vor allem Alanin, 
die Atmung der Nierenrinde geradezu spezifisch intensiv steigern®, hat 
H. A. Krebs gezeigt, daB die Niere Aminosduren oxydativ zu des. 
aminieren vermag*. Es war nun notwendig, zu untersuchen, welchem 
Teil des Nephrons diese Fahigkeit eigentlich zukommt ‘. 


' Bei der Ausfiihrung dieses Teiles der Arbeit bin ich vom Laboranten 
H. Tenhaeff sehr unterstiitzt worden. — ? Diese Zeitschr. 288, 351, 1931; 
242, 26, 1931; u. a. O.; Klin. Wochenschrift 14, 145, 1935. — * H. A. Krebs, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 191, 1933, dort auch altere Literatur. — 
4 Das wichtigste Ergebnis dieser Versuche habe ich bereits in Klin. 
Wochenschr. 14, 145, 1935 mitgeteilt. Unabhangig hiervon werden eben 
ahnliche Erfahrungen von F. v. Leévey (diese Zeitschr. 276, 265, 1935) ver- 
6ffentlicht (Anm. bei der Korr.). 
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Bei den Versuchen wurden Nierenschnitte auf der Mikrowaage frisch 
gewogen und etwa 100 mg Substanz in kleinen, breiten Réhrchen, wie sie 
fiir refraktometrische Untersuchungen verwendet werden, in 3 ecm Nahr- 
lésung in ein Wasserbad von 38° C gebracht und in diesem in einem eigenen 
Gestell 2 Stunden unter dauernder Drehung des Gestells gelassen. Durch 
diese Art Schiittelmechanismus wurde fiir geniigende O,-Zufuhr gesorgt. 
Nach dieser Zeit wurden die einzelnen Réhrehen auf ihren N H,-Gehalt mit 
der Mikromethode Embden-Résch (|. ¢.) gepriift. In jedem Versuch wurde 
grundsatzlich zur Kontrolle ein Réhrchen mit aminosaurefreiem NR. mit 
Rinde, ein anderes mit Mark beschickt. Die Werte der Tabelle sind immer 
auf 1g frisches Gewicht umgerechnet und die NH,-Werte als m 5000 
Lésung angegeben. 


Die in den Tabellen angegebenen Zahlen in der Rubrik Desami- 
nierung entsprechen somit den nach Abzug der Leerwerte erhaltenen 
Mengen m/5000 N Hg, die in 2 Stunden bei unseren Versuchsbedingungen 
aus einer m/50 Alaninlésung von | g Organ entwickelt wurden. 


Tabelle VIII. Desaminierung von Alanin durch Nierenrinde und 
Nierenmark. 





m/5000 NH,- Desaminierung 


5000 NHs- gg i ‘i j 
m/5000 NH3- | Gehalt in NR. pro g in cem 


Ver- Vorbe- Gehalt in NR. | 5 ‘oir 5 NH, 
cock | Terre gating Prog rok in a Sanden 
Nr. Rinde Mark Rinde Mark Rinde Mark 
9 Schaf Nr. 1 Iyhalt 7.3 7 9 27 5 20 0 
25a 1 a 2 24/5 6,7 4 0 16 3 12 b 
25b e ay Sie «| te 5 0 17 1 12 1 
27a a oe 2 Pak 4, 6 0 49 0 4 0 
27b % 7: 2 ait eae 3 6 82 22 79 16 
28a ‘ aay 4 oi eer 7 7 96 20 89 13 
28b a ae 4 «| ha 10 0 100 0 90 0 
47a @ . 8 2 ~ Oe 0 1 5 2 5 1 
47b = a 2 A te 0 0 7 1 7 1 
15 Meerschweinchen frisch 6,6 13 14 27 18 14 4 
50 2 Ps 7,4 0 0 13 8 13 8 
32a | Schwein Nr. 1 3h alt 6,7 1 0 7 3 6 ‘ 
32b o Oe 7,4 0 0 13 2 18 2 
5la iB <2 » ae 14 5 91 16 77 11 
51b u os 2 7,4 4 5 57 14 53 9 
38a Hund Nr. 1 1 6,7 15 14 136 89 121 75 
38b Pa os 7,4 10 11 66 64 56 53 
43a . i y eae eX 7 2 33 3 26 1 
43b m ‘se , ae 7,4 0 0 66 1 66 1 
49a us rie y ene ay 11 4 94 3 83 0 
49b 4 ao ae 7,4 9 7 48 25 31 18 


Da die gefundenen Werte zur Errechnung der Ausbeute fiir 1 g 
Feuchtgewicht Organ mit 10 multipliziert wurden, ist die Fehler- 
grenze der Methode mit etwa 1 cem anzusetzen. Dazu kommen die 
individuellen Variationen durch Vorbehandlung, Histologie (Binde- 
gewebsgehalt) usw. 


15* 
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Trotzdem ist das Ergebnis der Tabelle VI eindeutig. Unter unseren 
Versuchsbedingungen erfolgte die Alanindesaminierung im Gebiet der 
Nierenrinde und nicht oder nur spurenweise in den Henle schen Schleifen. 
Die einzige Ausnahme (Hund Nr. 1 bei py 7,4) aufzukléren, bin ich 
noch nicht in der Lage, doch sei darauf hingewiesen, daB (s. Tabelle VII) 
bei Hundeniere Alanin mitunter auch die Atmung des Nierenmarkes 
starker als die der Rinde steigern kann. 

Die festgestellten Unterschiede in der BeeinfluBbarkeit der Nieren- 
rinde und Henleschen Schleife durch Salze, py-Anderung und organische 
Nahrstoffe haben uns einen Unterschied in der biochemischen Reaktion 
dieser Teile des Nephrons keanengelernt. Tabelle VIII ergibt einen 
neuen Unterschied in der biologischen Funktion dieser Teile. 

Wenn unsere Experimente in vitro einen RiickschluB auf die 
natiirlichen Verhaltnisse zulassen, so ware die Nierenrinde, also das 
Gebiet der Tubuli contorti die hauptsachlichste Stelle der Aminosaure- 
desaminierung und Ammoniakbildung in der Niere. 


Zusammenfassung. 

Mit neuer Methodik wird die Verschiedenheit der Reaktion von 
Nierenrinde und Henlescher Schleife gegeniiber den gleichen chemischen 
und physiko-chemischen Einwirkungen aufgedeckt. 

Untersucht wurde die Wirkung hypertonischer Lésungen ver- 
schiedener Salze, der Wasserstoffionenkonzentration, des NH, Cl, sowie 
gewisser organischer Nahrstoffe, wie Glucose, Lactat, Pyruvat, 
Alanin, Serin. 

Die Alanindesaminierung findet bei der verwendeten Versuchs- 
anordnung nur oder iiberwiegend in der Nierenrinde, nicht oder kaum 
in den Henleschen Schleifen statt. 

Die Versuche lassen ferner den SchluB zu, daB die Funktion der 
Niere nicht nur durch die Chemie und Physikochemie des sie durch- 
strémenden Blutes bestimmt wird, sondern auch wesentlich durch 
chemische und physikochemische Eigenschaften des in ihr entstehenden 
Harns. 


aan 


oe ee aa le! eo 








Untersuchungen iiber die Atmungsvorginge in Pflanzenwurzeln. 
Von 
H. Lundegardh und H. Burstrém. 
(Stockholm-Experimentalfaltet.) 
(Eingegangen am 26. Februar 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 
in einer vorhergehenden Abhandlung haben ‘wir nachgewiesen, 
daB in den Wurzeln zwei verschiedene Atmungsvorginge vor sich 
gehen, namlich die von der Ionenaufnahme weitgehend unabhangige 
,Grundatmung und die durch die Anionenaufnahme quantitativ 
regulierte ,,Anionenatmung’!. Die experimentellen Befunde wurden 
durch folgende Formel befriedigt: 


R, = R, + &.A, (1) 


g 

wo R; = die totale Atmung, R, = die Grundatmung und k. A = die 
Anionenatmung, die sich durch ein Vielfaches (k) der aufgenommenen 
Anionenmenge (A) ausdriicken 14Bt. Die Atmung wird hierbei als 
Kohlensaureproduktion gemessen. Wenn alle Werte in Mol ausgedriickt 
werden, so ist fir NO, k = 2, fir Cl k = 3 und fiir SO, k = 12. 

Die in der erwahnten Mitteilung geschilderten Versuche werden 
im folgenden als Zirkulierungsversuche (Z-Versuche) bezeichnet, weil 
die Lésung, in welcher die Wurzeln gehalten wurden, durch einen Strom 
von Luftblasen in Bewegung gehalten wurde. Die Sauerstoffzufuhr 
war folglich in diesen Versuchen fast optimal. Die Versuchsanordnung 
gestattete eine genaue Bestimmung der ausgeschiedenen Atmungs- 
kohlenséure und der Quantitét der durch die Wurzeln aufgenommenen 
Salzionen, und sie erméglichte es auch, den EinfluB der CO,-Spannung 
der Luft zu untersuchen. Dagegen war es mit der Zirkulierungsmethode 
nicht mdglich, die Menge des absorbierten Sauerstoffs zu bestimmen. 
Fir die weitere Charakterisierung der beiden Atmungsvorginge war 
es notwendig, den Quotienten RQ. = CO,/O, bei verschiedenem 
Partialdruck des Sauerstoffs in der Lésung zu bestimmen, und zu diesem 
Zweck wurde eine neue Versuchsanordnung ausgedacht. Die neuen 
Versuche, die in vorliegender Abhandlung geschildert werden, benennen 
wir R-Versuche. Diese R-Versuche sind in den im Text aufgefiihrten 
Tabellen wiedergegeben worden, wahrend eine Reihe von komplettie- 
renden Z-Versuchen im Anhang ihren Platz haben. 


1 H. Lundegardh u. H. Burstrém, diese Zeitschr. 261, 235, 1933. 
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II. Methodisches, 


Die jungen Keimpflanzen (Alter 18 bis 22 Tage) wurden in friiher be- 
schriebener Art! zu je 15 Stiick in speziellen Korkhaltern aufgezogen. Die 
Wurzeln und Wurzelhaare entwickelten sich in der benutzten verdiinnten 
Nahrlésung sehr schén, und das Material reagiert bei geschickter Behandlung 
sehr gleichmaBig. 

Die Form der VersuchsgefaBe ist aus Abb. 1 ersichtlich. Der spharische 
Teil A faBt etwa 600 ccm und ist oben mit einem 40 mm weiten und 30 mm 
hohen Tubus versehen, der an der Ansatzstelle etwas eingeschniirt ist. Auf 
dieser Einschniirung ruht die Korkplatte mit den Pflinzchen. A ist durch 
eine Kapillare mit dem Niveaugefa8 C verbunden, das in cem graduiert ist. 
Unten an der Verbindungsréhre befindet sich 
eine AusfluBréhre mit Hahn £. Auch unter 
dem NiveaugefaB sitzt ein Hahn F. Die Kapil- 
lare hat zwischen A und Z£ eine lichte Weite 
von etwa 2mm, zwischen E und F eine Weite 
von nur 1,0 bis 0.4mm. Vor dem Versuch wird 
das GefaB vollstandig mit der betreffenden 
C  Lésung gefiillt, wobei der Hahn F offen bleibt. 

Die Korkscheibe mit den Pflanzen wird bei D 

eingesetzt, wobei das Fliissigkeitsniveau etwas 
rf oOberhalb der Unterseite der Scheibe stehen 
soll. Dann wird rasch etwas Paraffinél in D 
gegossen und gleich darauf gelinde erwarmte 
Kakaobutter, die bei ihrem Erstarren einen 
luftdichten AbschluB bildet. Die Kakaobutter 
sinkt unter das Paraffinél und bildet daher 
eine feste Schicht unmittelbar auf der Ober- 
flache der Lésung. Diese Schicht ist, wie 
Kontrollversuche lehren, undurchdringlich fiir 
Sauerstoff und Kohlensaure. 






I ae 
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Tt Wahrend des EingieBens des Oles und 
der Butter soll der Hahn F geschlossen sein. 
Abb. 1. Nach dem Erstarren der Kakaobutter wird 


Versuchsanordnung (,R-Gefub*) er wieder ge6ffnet und bleibt in dieser Stellung 
fiir Respirationsversuche mit wahrend des Versuchs, Die Pflanzen trans- 
Weizenwarzeln. pirieren namlich im Laufe der Versuchszeit 
Erklarang im Text. (20 Stunden) etwa 5 bis 10 cem und das Wasser 

wird dann aus dem Niveaugefa8 automatisch er- 

setzt. Die kapillare Verbindung verhindert das Hiniibertreten von Gasen in 
meBbaren Quantitaten. Zur Isolierung der Fliissigkeit im NiveaugefaiB von 
der Luft kann man etwas Paraffin6l eingieBen, fiir die meisten Versuche ist 
dies aber nicht notwendig, weil ja aus C in A héchstens 10 cem hiniiber- 
treten, also 1,6 % der Fliissigkeit in 4. Falls die Fliissigkeit in C mit dem 
Luftsauerstoff in Gleichgewicht steht, wiirde mit den 10cem_ trotzdem 
héchstens 0,003 Millimol O, in A kommen, eine im Vergleich mit den in den 
Versuchen benutzten Sauerstoffmengen (im Minimum 0,080 Millimol) zu 
vernachlassigende Menge. Die Leistungsfahigkeit des Luftabschlusses der 
Apparatur wurde in mehreren Blindversuchen gepriift. In einem solchen 
betrug der CO,-Gehalt der mit KHCO, + HCl versetzten Lésung vor dem 


1 H. Lundegardh, Die Nahrstoffaufnahme der Pflanzen, 8. 10. Jena 1932. 
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Versuch 1,212 Millimol. Nach 20 Stunden in dem Apparat wurde der 
CO,-Wert 1,204 erhalten. Die O,-Bestimmungen sind von gleicher Genauig- 
keit. Nur bei sehr hohem O,-Gehalt der Lésung kénnen bei dem Einfiillen 
kleine Verluste entstehen. In einem Kontrollversuch war z. B. der anfing- 
liche Gehalt 0,880 Millimol. Nach 20 Stunden in dem Apparat erhielten wir 
den Wert 0,866 Millimol, also einen Verlust von etwa 2%. Fiir gewéhnlich 
ist der Fehler der O,-Bestimmung viel kleiner. Bei rascher Arbeit kann man 
auch sogar die Aufnahme von O, aus der Luft bei dem EingieBen einer fast 
sauerstoffreien Lésung in den Apparat auf ein Minimum einschranken. 
Der Arbeitsfehler wurde, kurz gesagt, immer auf sehr niedrigen Werten 
gehalten. 


Die Versuche dauerten immer 20 Stunden (zwischen 13 Uhr und 9 Uhr 
am folgenden Tage). Die in geeigneten Holzgestellen angebrachten Ge- 
faBe befanden sich wahrend dieser Zeit in einem Thermostaten bei 22° C 
und Dunkelheit. Die Aufzucht der Pflanzen fand bei derselben Temperatur, 
aber bei elektrischer Beleuchtung in dem Photothermostaten! statt. Nach 
dem AbschluB eines Versuchs wird die AusfluBréhre bei E vermittelst eines 
Kautschukschlauches mit einer etwa 30 cm langen, engen Réhre verlangert. 
Diese miindet am Boden eines 25-cem-Jenaer-Kolbens, in welchen rasch 
die Probe fiir die Sauerstoffbestimmung gegossen wird. Nach dem Ein- 
gieBen der Reagenzien der bekannten Winklerschen Methode wird der 
Kolben mit einem eingeschliffenen Stépsel luftdicht verschlossen. Die 
O,-Bestimmung durch Titrierung findet dann in bekannter Weise statt. 


Bei der Kohlenséiurebestimmung wird zuerst aus einer Mefpipette 
Barytlésung [n/60 Ba(OH), + BaCl,] in einen CQ,-freien 100-cem-Kolben 
gegossen. Der Kolben wird rasch unter die AusfluBréhre des R-Apparats 
gebracht, so daB die Réhre unterhalb der Oberflache der Barytlésung miindet. 
Eine geeignete Menge der Probelésung wird eingegossen, worauf der Kolben 
rasch mit einem Kautschukstopfen geschlossen wird. Die genaue Be- 
stimmung der eingegossenen Probemenge wird dann durch Wagung fest- 
gestellt, wobei man natiirlich vorher die Flasche mit Stépsel und Baryt- 
lésung gewogen hat. Die CO,-Bestimmung findet nach einigen Stunden 
durch Titrierung mit n/50 HCl statt. Der Indikator (Phenolphthalein) ist 
schon der Vorratslésung von Baryt zugesetzt worden. Die Genauigkeit der 
O,- und CO,-Bestimmungen ist sehr befriedigend. 

Eine dritte Probe der Versuchslésung wird mit Paraffin6l iiberschichtet 
und dann rasch in den elektrometrischen py-Bestimmungsapparat (Chin- 
hydronmethode) gebracht. Die py-Bestimmung dient als Kontrolle der 
Analysen, denn wenn die Quantitaét der Kationen und Anionen des Salzes 
bekannt ist, kann man den CO,-Gehalt aus dem py-Wert berechnen?. Die 
Ubereinstimmung zwischen dem direkt gefundenen und dem berechneten 
CO,-Gehalt war immer gut. Diese Tatsache bringt auch den Beweis dafiir, 
da8 organische Sauren, die eine héhere Dissoziationskonstante als H,CO, 
haben, nicht aus den Wurzeln ausgeschieden werden. Eine vierte Probe 
dient zur Bestimmung von Kationen und Anionen. K wird spektrographisch 
bestimmt*. Auch Cl wird spektrographisch nach der Differenzmethode* 


! H. Lundegardh, a. a. O., 1932. — * Lundegardh u. Burstrém, a. a. O., 
1933, 5. 238. — *° H. Lundegardh, Die quantitative Spektralanalyse der 
Elemente. Jena 1934. Die Nahrstoffaufnahme usw., 8S. 28. 4 H. Lunde- 


gardh u. H. Burstrém, Planta 18, 683, 1933. 
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bestimmt. Fiir die Bestimmung des Nitrations haben wir die Phenol- 
schwefelsiuremethode benutzt!. Alle Analysen wurden dreimal wiederholt. 

Fiir siamtliche Analysen einer Versuchslésung werden nur 200 bis 300 cem 
der Lésung verbraucht. Um gute Durchschnittswerte des Gesamtinhalts 
des GefiBes A zu erhalten, riihren wir vor dem ersten AusgieBen um. Zu 
diesem Zwecke haben wir schon vor dem Beginn des Versuchs am Boden 
von A einige Stiicke reinen Quarz plaziert. Vor dem ersten AusgieBen der 
Proben wird das GefaiB einige Male umgeschwenkt, wobei durch die Be- 
wegung der Quarzstiicke eine gute Durchmischung erzielt wird. Als Ver- 
suchslésung dienten reine Lésungen von KNO,, KCl oder K HCO, in Kon- 
zentrationen von m/800 oder seltener m/400. Es wurden jeden Tag zwei 
Parallelversuche gemacht. Die hierzu erforderlichen etwa 2 Liter Lésung 
wurden in groBen Flaschen aufbewahrt und hier langere Zeit mit Sauerstoff 
bzw. Stickstoff oder geeignetyn Mischungen von diesen beiden Gasen be- 
handelt, um ihnen den geeigneten Sauerstoffgehalt beizubringen. Bei 
Saittigung der Lésung mit reinem Sauerstoff erreicht man einen O,-Gehalt 
von etwa 1,2 Millimol pro Liter. Der niedrigste Sauerstoffgehalt, der durch 
wiederholte Behandlung mit Stickstoff erreicht wurde, betrug 0,08 Millimol. 
Zwischen diesen Werten wurde in den Versuchen der Sauerstoffgehalt 
variiert. 

Bei der Aufstellung der Tabellen iiber die Resultate ist der urspriingliche 
O,-Gehalt in Millimol pro VersuchsgefaiB (600 cem) angegeben. Es geschah 
dies, um eine Vorstellung davon geben zu kénnen, wieviel von dem verfiig- 
baren Sauerstoff absorbiert worden ist. Den Millimolgehalt pro Liter 
erhailt man aus den angegebenen Werten durch Multiplizieren mit 1,62. Die 
Angaben iiber aufgenommene O,- und ausgeschiedene CO,-Quantitaten, 
sowie iiber die absorbierten Mengen von Kationen und Anionen des gegebenen 
Salzes sind ebenfalls in Millimol ausgedriickt. 


Die Werte fiir R, (= Grundatmung) und ks. A (= Anionenatmung) 
sind aus der Formel (1) berechnet, wobei fiir R, und A die direkt ermittelten 
Werte eingesetzt wurden. Als Werte fiir den Koeffizienten k wurde bei 
NO, 2 und bei Cl 3 gesetzt. Der respiratorische Quotient (RQ.) wird aus R, 
und der aufgenommenen QO,-Quantitaét berechnet. 


_ Fiir die Untersuchung des Einflusses einer Anderung der experimentellen 
Bedingungen auf einen biologischen Vorgang kann man entweder in der 
Weise vorgehen, daB man die Pflanzen vor und nach dem Eingriff beobachtet, 
also gewissermaBen eine Zeitkurve ermittelt, oder man kann systematisch 
Parallelversuche mit behandelten Pflanzen und mit Kontrollpflanzen aus- 
fiihren. Wir haben uns aus verschiedenen Griinden fiir die letztere Methode 
entschlossen. Es wurde viel Sorgfalt auf die Aufzucht eines einheitlich 
reagierenden Versuchsmaterials verwendet. Weil immer Pflanzen von dem- 
selben Alter und demselben Ernaéhrungszustand genommen wurden, variiert 
die Grundatmung verhaltnismaBig wenig. Hierdurch war es mdglich, den 
Koeffizienten k mit ausreichender Genauigkeit zu ermitteln. Wenn zufallig 
gréBere Abweichungen von R, auftreten, wie z. B. Nr. 5 in Tabelle VI, so 
zeigt es sich fast ausnahmslos, daB die GréBe der Pflanzen auch abweichend 
ist. Es variiert hierbei anscheinend die Grundatmung annahernd parallel 
mit der Oberflache des Organs, wahrend die Anionenatmung mit dem 
Volumen variiert. 


2g. a.0. 1038. 
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Ein Beweis dafiir, daB die Einzelversuche im groBen ganzen sehr gut 
iibereinstimmen, ersieht man aus der guten Ubereinstimmung der R,-Kurven 
in den drei Versuchsserien mit KNO,, KCl und KHCO, (Abb. 4). Die un- 
vermeidliche Variabilitét des biologischen Materials, die ja immer gréBer 
als die direkten Bestimmungsfehler ist, hat auf keinem Punkte die Tragweite 
unserer SchluBfolgerungen beeintrachtigt. Die Pflanzenwurzeln eignen sich 
ganz speziell fiir das Studium der von uns aufgefundenen Atmungsvorgange, 
weil in ihnen eine starke Ionenaufnahme stattfindet, ohne daB eine weitere 
chemische Verarbeitung der Ionen nachgewiesen werden kann. Wir konnten 
jedenfalls keine Spur einer Nitratreduktion finden. Die reichlich auf- 
genommenen Nitrationen werden weitergeleitet und erst in den ober- 
irdischen Teilen verarbeitet. Die bei der Nitrataufnahme stattfindende 
CO,-Produktion hat nichts mit einer Nitratreduktion zu tun, sondern ist 
der Ausdruck fiir die bei dem Aufnahmevorgang geleistete Arbeit. Ein 
weiterer Vorteil der Wurzeln als Versuchsobjekt ist die Tatsache, daB das 
Atmungsmaterial nicht in den Wurzeln selbst in gréBerer Menge vorratig ist 
und auch nicht hier gebildet wird. Die in den griinen Zellen stattfindende 
CO,-Assimilation st6rt meistens das Studium der Atmungsvorgiinge. 

Wir haben schon die Wichtigkeit peinlichster Sorgfalt bei der Aufzucht 
des Versuchsmaterials erwahnt. Ebenso wichtig scheint es uns zu sein, die 
Versuchsbedingungen selbst méglichst schonend zu variieren. Die Pflanzen 
nehmen normalerweise ihre Nahrsalze aus sehr verdiinnter Lésung auf. 
Trotzdem findet man haufig in der Literatur Versuche beschrieben, in 
welchen man die Pflanzen mit starken Lésungen von Salzen (bis m/10) oder 
sogar mit Saéuren gespeist hat. Wenn hierbei Kontrollversuche in verdiinnten 
Lésungen fehlen, kann man nicht ohne weiteres behaupten, daB die beob- 
achteten chemischen Vorgange normale Lebensvorgange sind. In unseren 
Versuchen haben wir Lésungen von héchstens m/200 benutzt und wir haben 
uns davon iiberzeugt, daB die Formel (1) fiir das ganze Konzentrations- 
gebiet zwischen m/40000 und m/100 gilt. Meistens wurde mit nur m/800 
Salzl6sungen gearbeitet. 


III, Das Verhalten der Grundatmung und der Anionenatmung bei ver- 
schiedener 0,-Zufuhr. 


Es wurden drei Serien R-Versuche, mit KNO,, KCl und KHCO, 
ausgefiihrt. (Siehe Tabelle I bis III und Abb. 2 bis 3.) Aus KNO,- 
und KCl-Lésungen werden Anionen aufgenommen, dagegen nicht aus 
KHCO,-Lésungen, weil die innere CO,-Konzentration in den Wurzeln 
sehr hoch ist und Kohlensaéure im Uberschu8 ausgeschieden wird. Da- 
gegen wird auch in der Bicarbonatlésung ziemlich viel K aufgenommen. 
Die relative Unabhangigkeit der Mechanismen der Kationen- und 
der Anionenaufnahme ist also aus diesen Versuchen klar ersichtlich!. 
Von dem verfiigbaren Sauerstoff wird iiberall der gréBte Teil von den 
Wurzeln absorbiert. Der Quotient earn steigt aus leicht ein- 

verfiigbar 
zusehenden Griinden mit der Abnahme der Sauerstoffspannung, 


1 Vgl. Lundegardh u. Burstrém, a.a.O., 1933. 
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Tabelle I. Respirationsversuch mit m/800 KNO,-Lésungen bei 
verschiedenem O,-Gehalt. Alle Werte in Millimol. 





Sanuerstoff Kohlensiure i R Ionenaufnahme 
. Bac EIRENE | LAO RTE OES STOLE Ren R nage PLP EC Ree ae 
Nr < ( sauer- 
, ur- auf- . . co 4. | Sauer 
Ry Rg k.A s 


spriinglich | gnommen stoff K NOs; 


1} 0,711 0,462 0,449) 0,201 0,248 0 0,97 0,261 0,287 | 0,124 
2} 0,542 0,394 0,409} 0,207 0,202 0,015 1,04 0,187 0,025 0,101 
3 | 0,276 0,195 0,306) 0,166 0,140 0,111 1,57 0,029 0,060 | 0,070 
41) 0,155 0,133 = -0,814| 0,128 0,186 0,181 2,36 0,005 0,091 | 0,093 
5 | 0,114 0,099 0,213! 0,073 0,140 0,123 2,37 0,017 0,068 | 0,070 
6 0,080 0,061 0,205 0,021 0,184 | 0,144 3,386 0,040 | 0,047 | 0,092 


Tabelle II. Respirationsversuch mit m/800 KCl-Lésungen bei ver- 
schiedenem O,-Gehalt. Alle Werte in Millimol. 





Sauerstoff Kohlens&ure 








Ion enaufnahme 
ayes ur- auf- > > COs - | 8 4 4 
Rt Rg ok. s stoff K Cl 


spriinglich genommen 


1 0,472 0,350 | 0,382 0,190 0,192 0,082 1,09 0,160 0,040 0,064 
2 | 0,195 0,152 | 0,271 0,145 0,126 | 0,119 1,78 0,007 | 0,052 | 0,042 
3 0,163 0,141 | 0,213) 0,188 0,075 | 0,072 1,52 0,003 0,004 0,025 
4 0,099 0,087 | 0,153 | 0,075 0,078 | 0,066 1,76 0,012 | 0,011 0,026 


Tabelle III. Respirationsversuch mit m/800 KHCO,-Lésungen bei 
verschiedenem O,-Gehalt. Alle Werte in Millimol. 








Sauerstoff Koblensture Extra- pg | = Bl 
wie - i - 1a 
ur- auf- R; Ry k.A C02 ’ | stoff K 


spriinglich genommen 


11 0,518 0,217 =: 0,207 | 0,207 0,0 0,0 0,95 0,010 0,055 
2 | 0,156 0,138 0,124 0,124 0,0 0,0 0,90 | 0,012 | 0,032 


allerdings niemals ganz zu dem Wert 1. Die letzten Spuren von Sauer- 
stoff werden offenbar energisch in der Lésung festgehalten. Die O,-Be- 
stimmung in Nr. 6, Tabelle I, ist wahrscheinlich etwas zu hoch aus- 
gefallen im Vergleich zu dem R,-Wert, was bei den kleinen Quanti- 
taten leicht eintreten kann. Die Werte stimmen sonst sehr gut mit 
der Theorie und die gefundenen CO,-Mengen stimmen auch mit den 
aus den hier nicht angefiihrten py-Werten berechneten gut iiberein. 

In den Versuchen mit KN O, und KCl steigt RQ. mit abnehmender 
Sauerstoffspannung, in der KHCO,-Serie bleibt dagegen RQ. innerhalb 
der Versuchsfehler konstant = 1. Weil in dem letzteren Falle keine 
Anionen aufgenommen werden, hangt also das Steigen von RQ. mit 
der Anionenatmung zusammen. Diese verlauft bei hoher Sauerstoff- 
spannung (etwa 0,500 Millimol per GefaiB) aerob, mit RQ. = 1, schaltet 
aber bei beginnendem O,-Mangel teilweise auf anaerobe Atmung um, 
wobei RQ. iiber 1 steigt. Wenn der Sauerstoffgehalt auf 0,150 bis 
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0,200 Millimol gesunken ist, verlauft die Anionenatmung vollstandig 
anaerob. Der verfiigbare Sauerstoff wird jetzt ganz fiir die Grund- 
atmung aufgebraucht. 

Die bei der anaeroben Anionenatmung gebildete itiberschiissige 
Kohlensiure nennen wir Extra-CQ,. Sie erreicht, wie aus der be- 
treffenden Kolonne in den Tabellen I und II ersichtlich ist, bei mittlerem 
Sauerstoffmangel recht hohe Werte (siehe auch Abb. 2 und 3). Die 





45 -——7J } 
Abb. 2. Diagramm iiber die Atmungsvorgiinge } | 
in Weizenwurzeln in Anwesenheit von m/800 | " 
K NO, und bei variiertem O»-Gehalt der Liésung. 
Die ausgezogene Linie, die im Origo beginnt, 
bezeichnet die von den Wurzeln aufgenommene 
Oo-Quantitat (die Molbezeichnung an der Or- 
dinate gilt auch fiir die aufgenommenen O>o- kA 
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Mengen). Diese steht in fast geradem Verhiltnis 
zu der in der Lisung vorhandenen O»o-Menge, 
die an der Abszisse angegeben ist. Die obere 
ausgezogene Linie bezeichnet die Totalatmung, 
als COy gemessen (R;). Die gestrichelte Linie 
bezeichnet die aus Formel (1) berechnete Grund- 
atmung (Rg). Das zwischen den Kurven fiir } 
Ry und fiir die O.-Absorption liegende Feld be- ; 
zeichnet den Restsauerstoff, der fiir die aerobe N iy 
Anionenatmung verfiigbar ist. Das oberhalb der | 
Kurve fiir die 02-Absorption liegende schraffierte 
Feld, das nach oben hin von der R,-Kurve ab- 
gegrenzt wird, bezeichnet die in der Anionen- 
atmung ohne Beihilfe von freiem QO», gebildete 
Extra-CO,. Vgl. Tabelle I. poy 
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Anionenaufnahme und hierdurch auch die Anionenatmung erleidet 
bei Sauerstoffmangel eine gewisse Senkung, die jedoch in der Nitrat- 
serie nicht so hervortretend ist wie in der Chloridserie (Tabelle I und I). 
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Abb. 3. Diagramm iiber die 
Atmungsvorginge in Weizen- 
wurzeln in Anwesenheit von 
m/800 KCl und bei variiertem 
O2-Gehalt der Lisung. Die Be- 
zeichnungen sind genau die- 
selben wie in Abb. 2. Es bedeutet 
also die durch Origo gehende 
Kurve die ©.-Absorption der 
Wurzeln, die obere ausgezogene 
Kurve die Totalatmung (R;) und 
die gestrichelte Kurve die be- 
rechnete Grundatmung (Ry). | 

Vgl. Tabelle I. . | | 
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Aus dem Fortgehen der Anionenatmung, trotz der sehr gehemmten 
Grundatmung, kann man schlieBen, daB die Mechanismen weitgehend 
getrennt sind. Die starke Abnahme der Grundatmung bei Sauerstoff- 
mangel gefihrdet nicht unmittelbar das Leben der Wurzeln. Wir 
haben die Versuche mit Sauerstoffmangel noch wahrend 7 Tagen 
fortgesetzt, ohne daB die Wurzeln krank wurden. 

Das Verhalten der Grundatmung beobachtet man am klarsten 
in der Bicarbonatserie, Tabelle III, wo die Anionenatmung deshalb 
eingestellt ist, weil aufnehmbare Anionen in der Lésung nicht vor- 
handen sind. Bei guter Sauerstoffzufuhr erreicht die Grundatmung den 
Wert von etwa 0,200 Millimol CO, per 20 Stunden, der auch in anderen 
Versuchsserien unter ahnlichen Bedingungen erreicht wird. In den 
Z-Versuchen mit dauernder Durchleitung von Luft erreichte die Grund- 
atmung den durchschnittlichen Wert von 0,230 Millimol/20 Stunden 
(siehe Tabelle VIim Anhang). Eine weitere Steigerung der Grundatmung 
durch dauernde Zufuhr von reinem Sauerstoff ist nur in beschranktem 
Grade méglich!, man kann also annehmen, daB der Wert 0,200 nicht 
weit von dem Grundatmungsoptimum liegt. Ein Blick auf die O,-Aus- 
nitzung lehrt dasselbe. In dem ersten Bicarbonatversuch (Tabelle III) 
wird z. B. der verfiigbare Sauerstoff nur zur Halfte ausgenutzt. Die 
Versuche zeigen tiberzeugend, daB die Grundatmung iiber den Sauerstof/ 
verfiigt, als ob die Anionenatmung nicht existierte. Erst der von der Grund- 
atmung wibriggelassene Restsauerstoff kann von der aeroben Anionen- 
atmung in Beschlag genommen werden. 

Bei sinkender Sauerstoffzufuhr nimmt nun die Intensitaét der 
Grundatmung ab, aber RQ. bleibt fiir dieselbe unverandert, ungefahr 1. 
Wir kénnen bestimmt behaupten, daB die Grundatmung, in scharfem 
Gegensatz zu der Anionenatmung, streng aerob verlauft, und dab 
eine Umschaltung auf Garung nicht nachgewiesen werden kann. Die 
Anwesenheit von freiem Sauerstoff ist eine fiir das Stattfinden der Grund- 
atmung unerlapliche Bedingung. 

Die Bicarbonatversuche werden durch die Nitrat- und Chlorid- 
versuche vollstandig bestatigt (TabelleI und II). Die R,-Werte der 
drei Serien fallen mit befriedigender Genauigkeit in eine Kurve zu- 
sammen (Abb. 4). Hierdurch wird der Beweis dafiir erbracht, teils, 
daB die Grundatmung von der gleichzeitig stattfindenden Anionen- 
atmung unabhingig ist, teils, daB der Koeffizient k in Formel (1) auch 
bei anaerober Anionenatmung seinen Wert unverandert behalt. 

Die urspriinglich fiir aerobe Bedingungen festgestellte Formel (1) 
gilt also auch fiir anaerobe Bedingungen. Aus dieser Tatsache geht 


1 In strémendem Sauerstoff wurde eine Erhéhung der Grundatmung 
um etwa 25% erreicht [siehe Lundegardh u. Burstrém, diese Zeitschr. 261, 
235, 1933, Tabelle I, Ca(NO,),]. 





Atmungsvorginge in Pflanzenwurzeln. 231 


hervor, daB durch den Eingriff der Anionen in das Zellgetriebe aus 
einem organischen Atmungsrohstoff bestimmte Quantitaten Kohlen- 
siure entstehen, unabhangig davon, ob eine Oxydation mit freiem 
Sauerstoff stattfindet oder nicht. Weil sowohl bei der Grundatmung 
wie bei der aeroben Anionenatmung RQ. unverandert den Wert 1 hat, 
kann man mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, daB die veratmete 
Substanz Kohlenhydrate (Hexosen) darstellen. Bei vermindertem 
Sauerstoffdruck entsteht natiirlich 
eine gewisse Konkurrenz zwischen 
der Grundatmung und der Anionen- 
atmung um dem verfiigbaren Sauer- 
stoff. Die Versuche zeigen, wie 
dies schon erwahnt wurde, daB die 
Grundatmung weit energischer als 
die Anionenatmung den freien 
Sauerstoff an sich rafft. In der 
Kolonne Restsauerstoff sind in den 
Tabellen I und II die fiir die aerobe 
Anionenatmung verfiigbaren Sauer- 
stoffreste, die von der Grundatmung 
iibriggelassen wurden, — berechnet | 
(siehe auch Abb. 2 und 3, wo der | 
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Restsauerstoff dem zwischen den mMol 0, in der Lésung 
Kurven fiir R, und QO, liegenden Abb. 4. Kurve iiber die Abhingigkeit 


Feld entspricht). Durch Vergleich Cur Sennsetnnne van Ses Suneerlee 
- konzentration des Mediums. Die 


dieser Kolonnen mit den Werten Werte stammen von den drei Serien 

= Ons: : wee a (Tabellen I bis III) mit verschie- 
fiir R, ersieht man, daB, sobald die  sempeange To cee Base htt 
Grundatmung bei abnehmender Kurve befriedigend zusammen. Nur 


= . , der niedrigste Atmungswert aus der 
Sauerstoffzufuhr zu sinken beginnt, NO,-Serie ist aus den im Text 
der Restsauerstoff sehr rasch ab- erwihnten Griinden wahrscheinlich 

. . . J zu niedrig. 
nimmt. Die bei sehr weitgehendem 
O,-Mangel erhaltenen Werte sind aus den oben erwahnten Griinden etwas 
unsicher (vgl. Nr. 7 in Tabelle I und Nr. 4 in Tabelle II). 

Man muB aus den Versuchen den SchluB ziehen, daB die Anionen- 
atmung sehr leicht auf den anaeroben Vorgang umschaltet. Aus diesem 
Grunde bleibt auch die Grundatmung so weitgehend unabhangig 
von der Intensitat der Anionenaufnahme. 


IV. Die Wirkung von Cyanid und metallischen Giften auf die Atmungs- 
vorginge. 

Durch Variieren der O,-Spannung haben wir die Analyse der Atmung 

so weit gebracht, daB die zwei Elementarprozesse, Grundatmung und 

Anionenatmung, als deutlich voneinander getrennte Vorgange hervor- 
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treten. Es lag dann die weitere Aufgabe vor, die Natur der beiden Er- 
scheinungsformen der Anionenatmung, der aeroben und der anaeroben, 
niher zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wurden Versuche mit 
Atmungsgiften und allgemeinen Zellgiften (CN, Cu, Tl, Hg, Pb, Co) 
ausgefiihrt, und zwar in der Hoffnung, ein getrenntes Reagieren der 
beiden k. A-Prozesse herauszufinden. Die umfangreichen Z-Versuche, 
die mit strémender Luft in kleinen GeféBen (80 bis 82 ccm) ausgefiihrt 
wurden und die hier im Anhang wiedergegeben sind, haben wir schon 
vor zwei Jahren gemacht. Neuerdings wurden sie mit einigen Ver- 
giftungsversuchen in den gréBeren (600 cem), abgeschlossenen R-Ge- 
faBen vervollstindigt. Bei der Berechnung der Giftempfindlichkeit 
der verschiedenen Atmungsprozesse entsteht eine gewisse Schwierig- 
keit dadurch, daB man nicht immer wei’, wieviel von dem Giftstoff 
wirklich in die atmenden Zellen bzw. das atmende Organ hereinkommt. 
In der Literatur fehlen fast durchgehend Angaben iiber die von dem 
Organ wirklich aufgenommenen Giftquantitéten. Es wird fast tiberall 
nur die wirksame Konzentration angegeben. 

Wir haben in allen Versuchen, auBer bei CN und Hg, fiir welche 
leider keine anwendbare mikroanalytische Methoden bekannt sind, 
die in die Wurzeln aufgenommenen Giftmengen bestimmt. Ist das 
Volumen der Lésung klein, wie in den Z-Versuchen, so wird von den 
leicht aufnehmbaren Ionen, wie Cu und Pb, beinahe alles dargebotene 
absorbiert. Die gréBte Menge betrug hierbei fiir Cu 0,02 und fiir 
Pb 0,05 Millimol. Die Permeabilitét der Wurzelzellen fiir Co und Tl 
scheint geringer zu sein. Aus einer Lésung, die 0,002 Millimol des 
Metalls enthalt (etwa 0,025 Millimol/Liter) wird von Tl nur halb soviel 
wie von Cu aufgenommen (Tabelle VIII und IX). In den R-Versuchen 
wird aber etwa gleich viel von beiden aufgenommen (Tabelle V). Dab 
Co bedeutend langsamer als Pb aufgenommen wird, kann man aus 
den Tabellen X und XI ersehen (Nr. 4 bzw. 1). 

Der Einflu8 der Konzentration hangt auch von dem Volumen 
der Lésung und der Umriihrung wahrend des Versuchs ab. Aus diesem 
Grunde kann man die Ergebnisse der R-Versuche nicht unmittelbar 
mit denjenigen der Z-Versuche vergleichen. Weil die Vergiftungs- 
versuche jedoch andere Zwecke als die exakte Feststellung der Gift- 
dosen verfolgen, hat dieser Umstand weniger zu bedeuten. 

a) Die Hemmung der Anionenatmung durch Cyanid. Z-Versuche 
mit strémender Luft (siehe Tabelle VII im Anhang) zeigen eine mit 
steigenden Zusitzen von KCN zu der KNO,-Lésung abnehmende 
Anionenatmung. Die Grundatmung wird dagegen nicht durch KCN 
gehemmt, sie wurde im Gegenteil durchschnittlich etwas stimuliert 
(0,273 Millimol gegen 0,230 Millimol der Kontrollserie, Tabelle VI). Die 
Empfindlichkeit’ der Anionenaufnahme gegen Cyanid ist allerdings 
in diesen Versuchen nicht groB. Erst relativ hohe KCN-Quantitaten 
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(0,3 Millimol, einer Konzentration von 3.6 Millimol Liter entsprechend) 
hemmten die Anionenaufnahme vollstandig. Ein Teil des Cyanids ver- 
schwindet wahrscheinlich als HCN mit der durchstrémenden Luft, 
aber dies kann nicht die schwache Giftwirkung erkléren, denn HCN 
wird héchstwahrscheinlich leicht in die Zellen aufgenommen. Man 
kann vermuten, daB die sehr schwach dissoziierte Blausiure ebenso 
schnell wie Kohlenséiure und Kieselsiure in die Zellen eingeht. Es 
ist uns leider nicht gelungen, eine geeignete Analysenmethode zu finden, 
um die Bestimmung der aufgenommenen Mengen HCN durchzufiihren. 

Es wurde nunmehr in geschlossenen GefaBen die Cyanidwirkung 
bei verschiedener O,-Zufuhr untersucht. Diese R-Versuche sind in 
Tabelle IV wiedergegeben. Bei maximalem O,-Gehalt der Lésung 
verhalten sich die Wurzeln, trotz der Anwesenheit von 0,09 Millimol KCN, 
einer CN-Konzentration von 0,15 Millimol entsprechend, ganz wie die 
unbehandelten Kontrollpflanzen (Tabelle IV, Nr. 1, verglichen mit 
Tabelle I, Nr.1 und 2). Wird aber der Sauerstoffgehalt der Lésung ver- 
mindert, so bewirkt genau dieselbe Cyanidmenge eine starke Hemmung 
der Anionenaufnahme und der k.A. Bei dem O,-Gehalt 0,169 ist 
k.A vollstandig eingestellt, es werden keine Anionen in die Wurzeln 
aufgenommen (Tabelle IV, Nr.3). Der Kontrollversuch (Tabelle I, 
Nr. 4, O,-Gehalt 0,155 Millimol) zeigt dagegen eine fast ungehemmte 
Anionenaufnahme. 


Tabelle IV. Respirationsversuche mit m/800 KNO,-Lésungen bei 
verschiedenem O,-Gehalt und Anwesenheit von KCN. Alle Werte 
in Millimol. 





Sauerstoff Kohlensiure Ionenaufnahme 
__———$$ $$ | ————— ——______—_—__—_ Extra- R eum 

ur- auf- R R Bus COg Q. 
ant * . t ‘9g 72 
spriinglich genommen : 


Nr. || KCN 
NO 


1 0,09 0,662 0,490 | 0,500 0,204 0,296 0,010 1,02 0,088 0,148 
2 || 0,09 0,304 0,225 | 0,225 0,177 0,048 0,000 1,00 06,029 0,024 
3 | 0,09 0,169 0,147 0,151 0,143 0,008 0,004 1,03 0,067 0,904 
40,09 , 0,054 0,043 0,044 0,044 0,000 0,001 1,02 0,000 0,000 


0,015 0,179 0,167 0,240 0,198 0,042 0,073 1,44 0,063 0,021 


Tabelle V. Respirationsversuche mit m/800 KNO,-Lésungen bei 
verschiedenem O,-Gehalt und Anwesenheit von metallischen 
Giften. Alle Werte in Millimol. 








Sauerstoff Kohlensiiure Ionenaufnahme 
Gift- Metal pais ae Extra- 7 
Nr. ur- auf- , RQ. . ‘ as 
menge spriing- ge- Rt Ry k. A || ©92 " K NO; Gift 


lich nommen 


0,03Cu | 0,171 0,122 0,159 0,127 0,032 0,037) 1,80 0,042 0,016 | 0,010 Cu 
0,03T1 | 0,180 0,149 0,229 0,043 0,186 0.980 1,54 0,069 0.093 0,011 TI 
0 


1 
3 127! 0,164 0,134 0,190 0,020 0,170 0,056) 1.42 0,039 0,085 | 0,020 TI 
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Als Folge der Hemmung der anaeroben Anionenatmung durch 
Cyanid bleibt RQ. auch bei dem starksten O,-Mangel konstant = 1. 
Ohne Cyanid steigt RQ. rasch auf den Wert 3,36 (Tabelle 1), weil hier 
schon bei gelindem O,-Mangel die anaerobe Anionenatmung einsetzt. 
Eine Menge von 0,09 Millimol Cyanid verursacht eine absolute Hem- 
mung der anaeroben k. A. Wird weniger Cyanid gegeben, so wird nur 
eine partielle Hemmung erzielt. Dies geht aus dem Versuch Nr. 5 in 
Tabelle IV hervor. Es wurde hier 0,015 Millimol Cyanid, einer Konzen- 
tration von 0,025 Millimol Liter entsprechend, gegeben. Die anaerobe 





G5 T : 

















| 
} 
| 


4 620} ++ oO | 
Ss 8 
S 43 8 446|—+_f§-—_ 
S Ss ie 
E | re R, z pied 
8 ee quae - ae 
© 92 24710} 4 be | eee see cee 
S 
S § | 
™ | 
boa | 
g7 G05 t+} + 
| | 
| 























Ye | | | | 
QO Of G2 G9 OY G5 G6 








| 
| 
—_{— 
ead | 
0 af Os OF OF a a7 


™Mol Q, in der Losung 


Abb. 5. Diagramm iiber die Atmung in 
m/800 KNOs;-Lésungen, die mit 0,09 
Millimol KCN versetzt waren. Der O»o- 
Gehalt der Lésung wurde variiert (siehe 
Tabelle IV). Die ausgezogene Kurve 
bezeichnet sowohl die von den Wurzeln 
aufgenommene O,2-Menge wie die aus- 
geschiedene Kohlensaure, weil die Extra- 
kohlenséurebildung durch Cyanid voll- 


mMo/ Q, in der Losung 


Abb. 6. Diagramm iiber die Ab- 
hingigkeit der Grundatmung 
von der QO -Konzentration bei 
Anwesenheit von Cyanid. Die 
ausgezogene Kurve bezeichnet 
den Atmungsverlauf ohne Cyan 
(vgl. Abb. 4), die Punkte be- 
ziehen sich auf die Cyanid- 
versuche (Tabelle IV). 


stindig gehemmt wird. Die gestrichelte 
Kurve bezeichnet die Grundatmung. 


Anionenatmung ist hier auf etwa !/; gehemmt. RQ. betrug in diesem 
Versuch 1,44 gegen 1,0 mit 0,09 Millimol Cyanid und 2,26 ohne 
Cyanid (Tabelle I, Nr. 4). 

Bei der starken Hemmungswirkung des Cyanids auf die anaerobe 
Anionenatmung bleiben sowohl die Grundatmung wie die aerobe k.A 
unberiihrt. Die Unberiihrtheit der Grundatmung geht iiberzeugend aus 
Abb. 6 hervor, in der die R,-Werte aus dem Cyanidversuch (Tabelle IV) 
an der R,-Kurve der drei Serien mit Nitrat, Chlorid und Bicarbonat 
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eingezeichnet wurden. Sie fallen mit befriedigender Genauigkeit in 
die Kurve hinein. Die Widerstandsfihigkeit der aeroben Anionen- 
atmung gegen Cyanid geht am deutlichsten aus einem Vergleich von 
Abb. 5 mit Abb. 2 hervor. In Abb. 5 ist der Cyanidversuch aus Tabelle IV 
dargestellt, wahrend Abb. 2 die Kontrollserie aus Tabelle I wiedergibt. 
In dem Cyanidversuch fallt die R,-Kurve vollstandig mit der O,-Ab- 
sorptionskurve zusammen, was nach dem oben dargelegten auf der 
vollstandigen Hemmung der Extrakohlensdurebildung beruht. Die 
R,-Kurve hat denselben Verlauf wie in den Serien ohne Cyanid. Der 
Restsauerstoff (vg!. oben S. 231) wird in dem Cyanidversuch ganz in der- 
selben Weise wie in dem Kontrollversuch von der aeroben Anionen- 
atmung verbraucht. Die mit Cyanid vergifteten Wurzeln kénnen mit 
anderen Worten Anionen nur in dem Mae aufnehmen, wie Restsauer- 
stoff zur Verfiigung steht. In den Z-Versuchen, in denen die Aufnahme 
von gelésten Verbindungen in die Wurzel etwas energischer verlauft, ist 
die aerobe Anionenatmung noch bei einer CN-Konzentration von 0,060 
Millimol /Liter praktisch ungehemmt. Beginnende Hemmung sehen wir 
bei 0,12 Millimol, und bei 0,60 Millimol ist die aerobe Anionenatmung auf 
etwa !/; herabgesetzt. Die Grundatmung ist dagegen noch bei 3,6 Millimol 
Cyanid ungehemmt. Die Wurzeln waren nach dem AbschluB saimtlicher 
Versuche noch vollkommen gesund. Die Cyanidversuche beweisen, daB die 
aerobe und die anaerobe Anionenatmung von verschiedenen chemischen 
Reaktionsketten abhangen. Nach der gebrauchlichen Ausdeutung der 
biologischen Cyanidwirkung wiirde man die Sache so darstellen kénnen, 
daB in der anaeroben Anionenatmung ein Ferment mit aktivem Eisen, 
wahrscheinlich in haminartiger Bindung, mitwirkt. Wir kommen 
unten auf die theoretische Bedeutung dieses Ergebnisses zuriick. Zu- 
sammenfassend kénnen wir sagen, daB die anaerobe Anionenatmung 
mindestens 40mal empfindlicher gegen Cyanid als die aerobe Anionen- 
atmung ist. Sie ist ferner mindestens mehrere hundertmal empfind- 
licher als die Grundatmung. 

b) Die Wirkung von metallischen Giften. Aus den im Anhang 
wiedergegebenen Z-Versuchen (Tabelle VIII bis XII) geht hervor, 
daB die Grundatmung durch Co (bis 0,212 Millimol), Pb (bis 0,046 Millimol) 
und Tl (bis 0,005 Millimol) fast unbeeinfluBt bleibt. Die R,-Werte 
schwanken ohne bestimmte Tendenz um Mittelwerte von 0,205 bei Co, 
(),267 bei Pb und 0,227 bei Tl. Der Normalwert fiir R, in den Z-Versuchen 
ist 0,230 (Tabelle VI). 

Eine deutliche Hemmung bewirkt dagegen Hg. Aus Tabelle XI 
geht hervor, da8 durch 0,001 Millimol Hg die Grundatmung auf etwa 
die Halfte (0,114) zuriickgeht. Die Wurzeln sind hierbei am Ende 
des Versuchs noch am Leben. Bei noch héheren Hg-Quantitaten 
(bis 0,003 Millimol) sterben sie dagegen ab. Eine wirkliche Hemmung 
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der Grundatmung durch andere Eingriffe als Sauerstoffmangel leitet 
nach unserer Erfahrung unfehlbar zum Tode. 


Cu ist der einzige von uns gepriifte Giftstoff, der eine unverkennbare 
Stimulationswirkung auf die Grundatmung ausiibt. Das Optimum 
dieser Stimulation ist bei 0,004 Millimol Cu zu sehen (Tabelle VIII). 
Die Grundatmung ist hier 60°, starker als normal. Bei noch héheren 
Cu-Mengen geht die Stimulation wieder zuriick. Es tritt jetzt wahr- 
scheinlich die kolloidfillende Wirkung von Cu in den Vordergrund. 


Wahrend sich also die Grundatmung auch metallischen Giften 
gegeniiber als sehr resistent erweist, wird in allen Z-Versuchen eine 
mit steigender Giftkonzentration immer mehr gehemmte Anionaufnahme 
und -atmung beobachtet (siehe die Tabellen VIII bis XII im Anhang). 
In allen Z-Versuchen handelt es sich ja um die aerobe Anionenatmung, 
die sich als verhaltnismaBig resistent gegen Cyanid erwies. Diese 
Hemmung der Anionenaufnahme tritt jedoch bei den verschiedenen 
Metallen mit verschiedener Starke hervor. 

Am ungiftigsten ist Co. Eine bestimmte Hemmung konnte aus 
dem Grunde nicht nachgewiesen werden, weil so hohe Co (N Q,;).-Kon- 
zentrationen genommen werden miBten, daB die Nitrataufnahme 
ausschlieBlich aus diesem Salz besorgt wurde. Es wurde also in den 
Co-Versuchen kein KNO,_ hinzugefiigt (siehe Tabelle XII). Bei 
(0,212 Millimol Co (NOg)., also doppelt soviel NO, wie in den Kontroll- 
versuchen (0,225 Millimol KN O,, vgl. Tabelle VI), findet eine Anionen- 
aufnahme von 0,099 bis 0,148 Millimol statt, also jedenfalls weniger 
als in den Kontrollen, wobei man jedoch die langsamere Durchlassigkeit 
fiir Co im Auge behalten muB. In Anbetracht der groBen Quantitaten 
Co, die aufgenommen werden, ist das Fehlen einer deutlichen Gift- 
wirkung bemerkenswert. Am giftigsten wirkt im Gegenteil Hg auf die 
Anionenatmung (Tabelle XI). Eine Hemmung der Anionenaufnahme 
auf etwa 50% findet schon mit 0,0001 Millimol Hg statt. Etwa 10mal 
weniger giftig als Hg ist Tl. Eine Hemmung auf 50% findet hier bei 
Zusatz von 0,001 Millimol statt. Cu ist etwas weniger giftig als T]. Pb be- 
wirkt erst in einer Menge von etwa 0,005 Millimol eine Hemmung der 
Anionenaufnahme auf 50%. Bei Cyanid war die entsprechende 
Quantitat etwa 0,02 Millimol. Quecksilber ist also fiir die aerobe 
Anionenatmung 200mal giftiger als Cyanid, Thallium ist etwa 20mal 
giftiger. Alles auf die zugesetzten Mengen bezogen. 


Eine richtigere Auffassung von der Intensitaét bekommt man, wie 
schon eingangs hervorgehoben, erst durch Beriicksichtigung der von 
dem Organ wirklich aufgenommenen Giftmengen. In den Z-Versuchen 
nimmt die Absorptionsgeschwindigkeit der Metalle in folgender Reihe 
ab: Cu>Pb>Co> TI. Es ist also pro Einheit aufgenommenes 
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Metall Thallium entschieden giftiger als Kupfer. Bemerkenswert ist 
die relative Ungiftigkeit des Bleies. 

Mit Thallium und Kupfer wurden auch einige R-Versuche in 
geschlossenen GefaBen gemacht. Cu zeigte bei geringer O,-Zufuhr 
(0,171 Millimol) in einer Konzentration von 0,05 Millimol keine Wirkung 
auf die Grundatmung (0,127 gegen 0,127 der Kontrolle), hemmte da- 
gegen stark die Anionenaufnahme und die Anionenatmung, und zwar 
vorwiegend den anaeroben Teil derselben (RQ. war 1,30 gegen 2,26 
der Kontrolle). Cu wirkt also ahnlich wie CN. Dies liefert die Erklarung 
zu der bemerkenswert geringen Giftwirkung in den aeroben Z.-Ver- 
suchen. 

Tl verhalt sich gerade umgekehrt. Bei einem O,-Gehalt von 
0,180 Millimol wird bei Anwesenheit von 0,05 Millimol Tl 0,093 und 
bei 0,20 Millimol Tl 0,083 Millimol NO, aufgenommen, also ungefahr 
ebensoviel wie in der Kontrollserie (Tabelle I und V). Die Grundatmung 
wird im Gegenteil stark gehemmt. Sie geht auf 0,043 bzw. 0,020 Millimol 
zuriick, gegen 0,127 der Kontrolle. Demzufolge steht der Anionen- 
atmung mehr Sauerstoff zur Verfiigung, was in einer Senkung von 
RQ. resultiert (1,54 bis 1,42 gegen 2,26 der Kontrolle). Diese auffallende 
Hemmung der Grundatmung tritt auch bei hohem Sauerstoffgehalt 
auf (siehe Nr. 3 und 4, Tabelle V). Der Grund, weshalb wir in den 
Z-Versuchen keine Abnahme der Grundatmung bei Tl-Behandlung 
beobachteten, war wahrscheinlich die Tatsache, daB hier bedeutend 
geringere Quantitéten Tl als in den R-Versuchen von den Pflanzen 
aufgenommen wurden, namlich héchstens 0,00136 Millimol gegen 
0,007 bis 0,020 Millimol in den geschlossenen GefaBen, die ja etwa 
7,5mal soviel Lésung enthielten. 

Zusammenfassend kénnen wir folgendes iiber die Wirkung der 
metallischen Gifte sagen: Es sind fiir jeden Atmungsvorgang spezifisch 
wirkende Gifte aufgefunden worden, namlich fiir die Grundatmung TI], 
fiir die aerobe Anionenatmung Hg und fiir die anaerobe Anionen- 
atmung Cu. Die Spezifitat ist jedoch in keinem Falle so hervortretend 
wie bei Cyanid. Dies hangt unseres Erachtens damit zusammen, dab 
die Metallionen neben ihrer spezifisch chemischen eventuell katalyti- 
schen Wirkung, die bei geringen Mengen der Gifte auftritt, auch eine 
allgemeine Fallungswirkung auf Kolloide ausiiben, die namentlich 
bei héheren Konzentrationen in den Vordergrund tritt. 


V. Zur Theorie der Atmungsvorginge. 

a) Theorie der Ionenakkumulierung in Zellen. Die Wurzel ist ein 
typisches Absorptionsorgan, das Salze aus einer verdiinnten Lésung auf- 
nimmt und sie in héherer Konzentration innerhalb der Pflanze akkumuliert. 
Der gréB8te Teil der Akkumulierungsarbeit findet in der Wurzel statt, was 

16 * 
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man u. a. daraus ersieht, daB der aus einem abgeschnittenen Wurzelstumpf 
heraustretende Blutungssaft Salze in bedeutend héherer Konzentration als 
die AuBenlésung enthalt'. Auch Aschenanalysen von Wurzeln lehren, daB 
hier unorganische Salze akkumuliert werden?. Die Wurzel leistet also eine 
Arbeit, indem sie Ionen von Neutralsalzen auf ein héheres Konzentrations- 
niveau bringt. Mit dieser Arbeit gegen das Konzentrationsgefalle ist auch 
eine Ortsversetzung der Ionen verbunden. Die spezielle Arbeitsleistung der 
Pflanzenwurzeln macht dieselben zu sehr giinstigen Objekten fiir das 
Studium der Physiologie und Biochemie der Ionenakkumulierung. 

Bei der Salzakkumulierung in den Zellen greift ein spezieller Atmungs- 
vorgang, die Anionenatmung, quantitativ in den Proze8 ein, derart, daB fiir 
jedes Mol in die Wurzeln transportiertes Anion eine bestimmte Menge 
Kohlensaure (bei NO, 2 Mol, bei Cl 3 Mol CO,) ausgeschieden wird. Fiir die 
Kationenaufnahme ist kein solcher ProzeB wirksam. Nach den Unter- 
suchungen in dem hiesigen Institut greifen bei der Kationenaufnahme 
Adsorptions- und Austauschvorgange in negativ geladenen Kolloiden in die 
Akkumulierungsarbeit mit hinein®. 

Auf Grundlage unserer gesamten Erfahrungen iiber die mit der 
Salzakkumulierung verbundenen Erscheinungen hat der eine von uns 
folgende Theorie der Ionenaufnahme entwickelt *: 

Infolge der amphoteren Natur der meisten chemischen Verbin- 
dungen, die die Masse des Protoplasmas biiden, sind reichlich Bindungs- 
moglichkeiten sowohl fiir Kationen wie fiir Anionen vorhanden. Der 
isoelektrische Punkt des Protoplasmas liegt auf der sauren Seite, 
was mit der Tendenz zur negativen Ladung aller lyotropen Kolloide 
iibereinstimmt. Die negativ geladenen Mizellen sind von einer Sphare 
von H-Ionen umgeben, die leicht gegen von auBen her kommende Salz- 
kationen ausgetauscht werden. Die tatsachlich nachgewiesene Kationen- 
adsorption im Protoplasma® ist méglicherweise an spezifische Akzep- 
toren gebunden, obwohl die meisten Kolloide diese Erscheinung zeigen. 
Wir wollen der Einfachheit halber von (.M+)-Akzeptoren sprechen. 

‘Die Anionen werden unabhangig von den Kationen an bestimmte 
Verbindungen, die basische Dissoziation zeigen, chemisch gebunden. 
Wir sprechen hier von (A~)-Akzeptoren. Die (A~)-Akzeptorverbindung 
steht in naher Beziehung zu dem normal in der Zelle vorhandenen 
Atmungsmaterial (Hexosen). Die Hexosen werden unter dem wahr- 
scheinlich enzymatisch geleiteten EinfluB der Anionenbindung durch 
Oxydoreduktion in CO, und H, bzw. H,O vollstandig abgebaut. Bei 


1 Siehe S. Kostytschew, Lehrb. d. Pflanzenphysiol. 2, 64, 1931. — 
2 H. Burstrém, Uber antagonistische Erscheinungen bei der Kationenaufnahme 
des Hafers. Dissertation, Stockholm 1934. Auch Svensk Bot. Tidskr. 128, 
157, 1934. — ® H. Lundegardh, H. Burstrém u. E. Rennerfelt, Svensk Bot. 
Tidskr. 26, 271, 1932. — 4 H. Lundegardh, Eine Theorie der Ionenaufnahme 
in lebende Zellen. Naturwiss. 1935 (im Druck). — > Literatur in J. Small, 
Protoplasmamonographien 2, 1929. — * Lundegardh, Burstrém u. Rennerfelt, 
a. a. O., 1932. 











Atmungsvorginge in Pflanzenwurzeln. 239 


Luftabschlu8 wird der fiir die vollstandige Desmolyse der Hexose 
notwendige Sauerstoff durch einen RedoxprozeB gewonnen, in welchem 
wahrscheinlich organische Peroxyde neben H,-Akzeptoren mitwirken. 
Bei dem Abbau des Hexosemolekiils wird die (A-)-Akzeptorbindung 
aufgelést, das Anion wird frei und kann sich mit dem an dem (./*)- Ak- 
zeptor befindlichen Kation verbinden, wobei sich letzteres wieder mit 
H-Ionen belidt und den Kreislauf fortsetzt. 

Der Vorgang der Salzaufnahme zerfallt nach dieser Theorie in 
zwei anfangs getrennte Prozesse, Kationenbindung und Anionen- 
bindung, die erst in dem Endstadium, der Anionenatmung, zusammen- 
laufen. Diese Theorie erklirt simtliche beobachteten Tatsachen, 
u.a. die Tatsache, daB Kationen und Anionen bis zu einem gewissen 
Grade unabhangig voneinander aufgenommen werden, wobei jedoch 
einseitige Aufnahme von einer lonenart nicht unbegrenzt fortgehen 
kann, sondern auf die Dauer von der Geschwindigkeit der Aufnahme 
der entgegengesetzten Ionenart beeinfluBt wird. Hierbei spielen natiir- 
lich auch die bei einseitiger lonenaufnahme entstehenden Verschiebungen 
in der H-lonenkonzentration mit. Naheres hieritiber findet man in 
dem vorhin zitierten Aufsatz. 

Weil bei der Ionenaufnahme Arbeit geleistet wird, so muB man 
voraussetzen, dal die erste Phase des Vorgangs, d. h. die intermediare 
Bindung der lonen an Akzeptoren im Protoplasma, von der zweiten 
Phase, d. h. der Wiedervereinigung der Ionen, értlich getrennt ist. Die 
primare Ionenbindung findet natiirlich an der a4uBeren Flache des Organs 
bzw. der Zelle statt (dem A-Niveau). Die von der (A~)-Akzeptor- 
bindung geleitete Desmolyse der Kohlenhydrate mu®B dann an der 
Innenseite der Protoplasmaschicht stattfinden (dem J/-Niveau). In 
isolierten Zellen, die Salze akkumulieren, z. B. in gewissen Meeresalgen, 
entsprache das A-Niveau der auBeren, das /-Niveau der inneren Grenz- 
fliche des den Zellsaftraum umschlieBenden Protoplasmas. Das Proto- 
plasma hat also Membranpolaritat. 

b) Die chemische Natur der Anionenatmung. Eigentliche Analogien 
zu der von uns aufgefundenen Anionenatmung gibt es in der physio- 
logischen und biochemischen Literatur nicht. 

Betreffs der Wirkung von Anionen auf enzymatische Oxydations- und 
Reduktionsprozesse ist nur die Mitwirkung der Phosphorsiure bei der 
Zymasegirung naiher untersucht’. Man nimmt an, da Hexosephosphor- 
séure und Glycerinphosphorséure bzw. die Dioxyacetonmonophosphorsaure 


von Meyerhof und Lohmann? eine entscheidende Rolle in den Anfangs- 
stadien von sowohl der Alkoholgarung wie der Milchsaurebildung im Muskel 


1 Die neuere Literatur ist in Ann. Rev. of Biochem. 1—% zitiert — 
2 O. Meyerhof u. K. Lohmann, Naturwiss. 1934, 8. 220; M. Kobel u. C. Neu- 
berg, diese Zeitschr. 269, 441, 1934. Vgl. auch 7. Baba, ebenda 275, 248, 
1934/1935. 
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spielen. Durch die Phosphorylierung soll der intramolekulare Zerfall des 
Hexosemolekiils in Brenztraubensaéure, die als Zwischenglied in der Bildung 
von einerseits Milchséure und andererseits Acetaldehyd (Newberg) ange- 
nommen wird, erleichtert werden. Uber eine ahnliche Wirkung von anderen 
anorganischen Sauren ist nichts Naheres bekannt. 

Bei der Anionenatmung handelt es sich nun um eine Anregung 
von desmolytischen Vorgangen durch die Anwesenheit von den ver- 
schiedensten Anionen, NO,, Cl und SQ,. Es besteht aber hier der 
wichtige Unterschied von der Wirkung des Phosphations bei der Garung, 
da eine direkte chemische Bindung der Anionen mit dem Hexose- 
molekiil kaum angenommen werden kann, u. a. weil der Koeffizient k 
in der Forme! (1) fiir die einwertigen NO, und Cl verschiedene Werte 
hat (2 bzw. 3). 

Eine weitere Differenz zwischen Garung und Anionenatmung 
besteht darin, daB dieser Vorgang sowohl] unter direkter Mitwirkung 
des Sauerstoffs, als auch ohne molekularem Sauerstoff vor sich geht. 
Bei der Garung wird ja das Hexosemolekiil nur teilweise zu Kohlen- 
siure abgebaut. Es miiBte bei einem ahnlichen Verlauf der anaeroben 
Anionenatmung fiir jedes aufgenommene Anion weniger CQ, als bei 
aerober Anionenatmung entstehen, was nicht der Fall ist: k bleibt 
ja bei dem Ubergang von aerob zu anaerob konstant. Wir miissen 
also folgern, daB die anaerobe Anionenaufnahme mit einem Oxydo- 
reduktionsprozeB gekoppelt ist, in welchem der Kohlenstoff des Hexose- 
molekiils ohne freien Sauerstoff vollstiandig in CO, iibergeht. 

Man kann in Ubereinstimmung mit Palladin, Wieland, Thunherg 
u.a.! annehmen, daB in Anwesenheit von kraftigen H-Akzeptoren 
durch eine Serie von Hydratierungen und Dehydrierungen aus Hexose 
und Wasser Kohlenséure und Wasserstoff entstehen. Weil nun dieser 
ProzeB in unserem Falle auch ohne nachfolgende Oxydierung des 
Wasserstoffs durch freien Sauerstoff stattfinden miiBte, so wiirde bei 
andauernder anaerober Anionenatmung sehr viel Akzeptormaterial 
verbraucht werden, wenn nicht auch gebundener Sauerstoff zur Ver- 
fiigung stande. Wir haben die Wurzeln eine Woche ununterbrochen 
ohne Sauerstoff in Nahrlésung gehalten, ohne daB sie anscheinend 
krank wurden. Die Anionenatmung kann, wie man aus den Versuchen 
in vielen Tabellen sieht, 20 Stunden ohne Sauerstoff fortgehen, ohne 
daB die Intensitaét der anaeroben CO,-Bildung sehr stark abnimmt. 

Wenn kein gebundener Sauerstoff zur Verfiigung stande, so miiBte 
fiir jedes Mol gebildete Kohlensaure vier Wasserstoffatome an Akzep- 
toren dauernd gebunden werden, nach folgender Gleichung: 

C,H,.0, + 6H,O = 6CO, + 24H. 


1 Palladin, Zeitschr. f. Garungsphys. 1, 91, 1912; diese Zeitschr. 60, 
171, 1914; H. Wieland, Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922; Liebigs Ann. 478, 
289, 1929; T. Thunberg, Handb. d. Biochem., Erg.-Bd. 1930, Erg.-Werk 
1, 1933. 
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Wir haben in einigen Versuchen die Jodzahl von in verschiedener 
Weise gewonnenen Extrakten aus Wurzeln bestimmt. Es zeigte sich, 
daB die Jodzahl regelmaBig mit der Intensitaét der anaeroben Atmung 
sinkt, was Ubertragung von H an ungesattigte Verbindungen, die in 
absolutem Alkohol oder Chloroform léslich sind, andeutet. Die Diffe- 
renzen fiir Wurzeln, die aerob und anaerob geatmet haben, sind aber 
bedeutend kleiner, als man erwarten miBte, wenn fiir jedes CO, vier 
H-Atome gebunden werden miiBten. 


Zu diesen physiologischen und chemischen Beobachtungen, die 
fir den Eintritt anaerober Oxydationsvorginge sprechen, kommt 
auBerdem folgendes: Die hohe Empfindlichkeit der anaeroben Anionen- 
atmung fiir Cyanid stimmt mit den Erfahrungen iiber Peroxydase- und 
Katalasewirkung! iiberein. Wir finden also den SchluB berechtigt, 
daB in den Wurzeln wahrscheinlich organische Peroxyde vorkommen, 
die bei niedrigem Sauerstoffdruck einsetzen und Sauerstoff an die 
bei der Anionenatmung reduzierten Wasserstoffakzeptoren abgeben, 
so daB Wasser gebildet wird. Uber die Natur dieser hypothetischen 
Peroxyde kénnen wir nichts mit Bestimmtheit aussagen. Man kann 
aber an die Tatsache denken, daB die Wurzeln reichlich Phosphatide 
mit ungesattigten Fettsaureresten enthalten, nach unseren Bestimmungen 
etwa 5 bis 10°% des Trockengew:chts. Ungesatt'gte Fettsiuren geben 
unter der Mitwirkung einer Reihe von Katalysatoren, wie Schwer- 
metallen, organischen Basen, Carotin usw.?, bei Sauerstoffzutritt 
Peroxyde mit starker Oxydationswirkung. Man kann sich gut vor- 
stellen, daB die Reduktion von diesen Peroxyden leicht einsetzt, wenn 
unter anaeroben Bedingungen viel Akzeptorwasserstoff angehauft wird. 


Bei geniigendem Sauerstoffzutritt wird die Peroxydwirkung aus- 
geschaltet und RQ. nimmt nunmehr den Wert 1 an. Man kann sich 
ein Redoxsystem vorstellen, derart, daB das peroxydatische Ferment 
auch die Peroxydbildung katalysiert, wenn geniigend Sauerstoff vor- 
handen ist. Nach Franke*® ist es nimlich denkbar, daB durch die Per- 
oxydasewirkung die Fettsiureperoxydmolekiile eine ungemein ge- 
steigerte Aktivitét bekommen, wodurch unter Vermittlung von Ketten- 
reaktionen immer neue Fettsiuremolekiile oxydiert werden. Bei Ver- 
minderung des O,-Druckes wird natiirlich diese Peroxydbildung aufhéren 
und die reine Peroxydasewirkung, also Entbindung von Sauerstoff 
aus dem schon vorhandenen Peroxyd wird iiberhand nehmen. Weil 
die Anionenatmung so leicht von aerob in anaerob und umgekehrt 


1 Uber die Natur von Peroxydasen und Katalase vgl. R. Kuhn, Angew. 
Chem. 1932, 8S. 353; K. Zeile, Zellhamine, Handb. d. Biochem., Erg.-Werk 
1, 1933. — 2? H. Wieland u. W. Franke, Liebigs Ann. 464, 101, 1928; 
P. Rona usw., diese Zeitschr. 250, 149, 1932; W. Franke, Liebigs Ann. 498, 
129, 1932. — 3 Franke, a.a.O., 1932, S. 164. 
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umschaltet, soll man wahrscheinlich annehmen, daB auch eine Oxydase 
vorkommt, die freien Sauerstoff iibertragt. Diese Oxydase hat aber 
nichts gemeinsam mit dem Warburgschen Atmungsferment, weil sie 
praktisch unempfindlich gegen Cyanid ist. 

Unsere Vorstellungen von dem Mechanismus der Anionenatmung 
kénnen folgendermaBen zusammengefaBt werden: 

1. Die Anionen treten in naher Verbindung mit den Dehydrasen, 
die den vollstaindigen Zerfall der Hexosemolekiile in Kohlensiure 
bewirken. — Man kann sich in Ubereinstimmung mit den neueren 
Vorstellungen Wielands ein ,,Dreiersystem‘‘ denken, in welchem An- 
ionen, Dehydrasen und Hexose eng zusammenwirken!. Die Werte des 
Koeffizienten k wiirden sich dann aus der Wirkung der Anionen auf 
das kolloidale Substrat der Enzyme erklaren. Wir haben gefunden, 
daB k in umgekehrter Relation zu der Wanderungsgeschwindigkeit der 
Anionen in der lebenden Substanz steht, und die Wanderungs- 
geschwindigkeit wird bekanntlich weitgehend von den chemisch-physi- 
kalischen Wechselwirkungen mit den Kolloiden bestimmt?. — Der 
durch die Dehydrasen entbundene Wasserstoff wird auf organische 
Akzeptoren iibergefihrt. 

2. Die mit Wasserstoff beladenen Akzeptoren (die ,,Zwischen- 
trager‘‘ Palladins) werden bei Sauerstoffzutritt oxydiert, wobei Wasser 
entsteht und der Akzeptor wieder in den Kreislauf gehen kann. Falls 
bei diesem Vorgang ein Oxydationsenzym mitwirkt, so ist es jedenfalls 
nicht mit Warburgs Atmungsenzym zu vergleichen. 

3. Bei Sauerstoffmangel werden die H-Akzeptoren stark belegt, 
und es treten médglicherweise ,,Reserveakzeptoren*’ hinzu. Ein Teil 
des Wasserstoffs wird jedoch durch organische Peroxyde oxydiert, 
die in den Wurzeln vorhanden sind und eventuell auch von den Blattern 
her zugeleitet werden. Bei dieser anaeroben Oxydation scheint 
ein Ferment mit aktivem Eisen tatig zu sein. Die Peroxyde entstehen 
vielleicht aus ungesattigten Fettsauren, die in erheblicher Quantitat 
in den Wurzeln und in den oberirdischen Teilen der Pflanzen vor- 
handen sind. 

4. Man kann sich eine Mitwirkung des peroxydatischen Ferments 
sowohl bei der Bildung, wie bei dem Zerfall der Peroxyde vorstellen, 
derart, daB bei Sauerstoffzutritt die Peroxydbildung iiberwiegt, wahrend 
bei Sauerstoffmangel die Entbindung des gebundenen Sauerstoffs 
stattfindet. 

c) Die Versuche von Warburg und Negelein iiber Nitratreduktion 
in Chlorella. Uber die Verbreitung der von uns aufgefundenen Anionen- 


1 Vgl. C. Oppenheimer, Chem. Grundlagen d. Lebensvorg. 1933, S. 208. 
— 2 H. Lundegardh, Die Nahrstoffaufnahme der Pflanze, 1932. 
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atmung im Pflanzenreich kénnen wir nichts mit Bestimmtheit aus- 
sagen. 

Nach unseren eigenen Untersuchungen verhalten sich die Wurzeln 
von Tabakpflanzen ahnlich wie die Weizenwurzeln. 

In den Versuchen von Steward! und von Petrie? ist ein gewisser Zu- 
sammenhang zwischen Salzaufnahme und Atmung zu finden, ohne da 
diese Forscher quantitative Beziehungen feststellen konnten. Das Material 
war bei ihnen Speichergewebe, was im Hinblick auf die im Verhaltnis zu 
den Wurzeln schwache Aufnahmekapazitat fiir Ionen das Studium der 
Anionenatmung erschwert. 

Wir sind der Meinung, daB die Anionenatmung eine fundamentale 
Erscheinung ist, die als spezieller Energielieferant iiberall auftreten 
kann, wo es sich um Transportieren von Ionen durch lebendes Gewebe 
handelt. In Zellen, fiir welche aktive Ionenakkumulierung keine Rolle 
spielt, mag die Eigenschaft, Anionenatmung zu zeigen, fehlen. Wir 
haben z. B. in Backerhefe keine Anionenatmung gefunden. Dagegen 
kann man wohl erwarten, daB in griinen Algenzellen, die ahnlich wie 
héhere Pflanzen assimilieren, atmen und Salze aufnehmen, auch An- 
ionenatmung auftreten soll. 

Es gibt in der Literatur iiber Algen nur vereinzelte Angaben, die auf 
einen Zusammenhang zwischen Ionenaufnahme und Atmung hindeuten*. 
Zu den am besten studierten Objekten gehért die von Warburg in mehreren 
Untersuchungen benutzte Alge Chlorella. Die von Warburg und Negelein* 
durchgefiihrte Untersuchung iiber die Aufnahme von Salpeterséure in 
Chlorella verrat in mehrerer Hinsicht Analogien zu unserem Problem, und 
ein naheres Studium der von diesen Forschern veréffentlichten Versuchs- 
protokolle sprechen unseres Erachtens nicht gegen die Méglichkeit, daB auch 
bei Chlorella eine Anionenatmung vorkommen kann. 

Warburg und Negelein haben in ihren Versuchen sehr starke 
Lésungen benutzt (n/10 NaNO, 1/100 HNO,) und es ist wohl 
nicht ausgeschlossen, daB hierdurch gewisse der beobachteten Er- 
scheinungen, z. B. die Ammoniakausscheidung, die sonst nicht an ge- 
sunden Pflanzen beobachtet worden ist, als Stérung des normalen 
Stoffwechsels aufzufassen sind. Die beiden Forscher haben bekannt- 
lich gefunden, daB die Alge in den starken Nitratlésungen neben der 
aerob gebildeten Atmungskohlenséure auch anaerob gebildete Extra- 
kohlenséure ausscheiden. Die Extrakohlensdiurebildung ist anfangs 
recht intensiv, nimmt aber wahrend des Versuchs (3 bis 5 Stunden) 
dauernd ab. Weil keine Bestimmungen des aufgenommenen Nitrats 
ausgefiihrt wurden, so kann man nicht bestimmt entscheiden, ob eine 

1 F.C. Steward, Protoplasma 18, 208, 1933. —? A.H. K. Petrie, Austr. 
J. Exp. Biol. Med. Se. 11, 25, 1933. — * D. R. Hoagland, Ann. Rev. 
Biochem. 2, 471, 1933. — 4 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 110, 
66, 1920. 
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"3 
NO, 
CO,-Zeitkurve erinnert aber jedenfalls lebhaft an die Kurven, die 
man fiir die Ionenaufnahme in Zellen oder Organen bekommt. 

Die Algen geben nun, wie erwahnt, auch Ammoniak ab. Die Zeit- 
kurve der Ammoniakausscheidung hat einen gerade entgegengesetzten 
Verlauf wie die der Extrakohlensiure. Die Ammoniakbildung ist 
in der ersten Stunde schwach, steigt dann allmahlich, so daB in der 


regelrechte Anionenatmung, mit = 2, vorliegt, der Verlauf der 


dritten und vierten Stunde haufig ungefaihr das Verhaltnis 


2 
; 
erreicht wird. Ob der Quotient wirklich weiterhin konstant bleibt 
oder auch in der Fortsetzung sinkt, geht nicht aus den mitgeteilten 
Versuchsergebnissen hervor. Die Auffassung Warburgs und Negeleins, 
daB in dem Endstadium der Versuche eine direkte Transformation 
des aufgenommenen Nitrats in Ammoniak stattfinden wiirde, wobei 
die Sauerstoffatome des Nitrations fiir die Oxydierung von Kohlen- 
hydraten zu Kohlensdure ausgenutzt werden sollten, ist vielleicht 
richtig. Ein Urteil hieriiber ist schwer. DaB in den Pflanzen Nitrat 
zu Ammoniak bzw. Aminostickstoff reduziert wird, muB als selbst- 
verstandlich betrachtet werden. Es ist auch ohne weiteres einleuchtend, 
daB8 hierbei der Nitratsauerstoff irgendwie in dem Stoffwechsel ver- 
braucht wird. Die neuen Untersuchungen von Yamagata' lehren aber, 
da8 man, um die Transformierung des Nitrats in Aminostickstoff véllig 
zu verstehen, auch zugleich den Kohlenhydratstoffwechsel beriick- 
sichtigen muB. Wie nun auch die von Warburg und Negelein beobachtete 
Ammoniakausscheidung aufgefaBt werden soll, so ist unseres Erachtens 
die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, daB ein Teil der aus- 
geschiedenen Kohlensaéure aus einer Anionenatmung stammt. Ware 
dies der Fall, so wiirde wahrscheinlich bei Chlorella die Anionenatmung 
gréBtenteils anaerob verlaufen. Warburg und Negelein haben namlich 
in der Regel ihre Lésungen mit Luft gesattigt. Nach unserer Erfahrung 
erreicht man hierbei einen O,-Gehalt von etwa 0,250 Millimol (als O, 
berechnet), bei welchem Gehalt die Anionenatmung in unseren Ver- 
suchen vollig anaerob verlauft. Wir fanden unter diesen Verhaltnissen 
einen RQ.-Wert von etwa 2 und eine vollstaéndige Hemmung der An- 
ionenatmung durch Cyanid. In den Versuchen von Warburg und 
Negelein (Protokolle Nr.8 bis 11) wurden in den Nitratgemischen 
RQ-.Werte von 1,4 bis 1,6 erreicht. Auch bei ihnen wurde die Extra- 
kohlensdurebildung vollstandig durch Cyanid gehemmt. 

d) Die Grundatmung. Die Grundatmung hat nach unseren Unter- 
suchungen einen ganz andersartigen Mechanismus als die Anionen- 


1 S. Yamagata, Acta Phytochim. 8, 117, 1934. 
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atmung. Weil RQ. = 1 ist, muB man annehmen, daB in der Grund- 
atmung immer Kohlenhydrate nach der Gleichung C,H,,0, + 6 O, 
= 6CO,+ 6H,O verbrannt werden. Eine Umschaltung auf Alkohol- 
garung bei Sauerstoffmangel haben wir nicht nachweisen kénnen. Die 
Grundatmung der Wurzeln ist sicherlich mit der nicht naher spezifi- 
zierten ,,Zellatmung’’ der meisten Atmungsforscher identisch. Wir 
sind iberzeugt, daB die von Warburg und Negelein! beschriebene Atmung 
bei Chlorella unserer Grundatmung entspricht. Beide sind sehr un- 
empfindlich gegen Cyanid und beide sind ausgesprochen aerob. 

In der Theorie der Atmung wird eben der Empfindlichkeit 
gegen Cyanid eine zentrale Bedeutung zugeschrieben. Warburg? hat 
darauf hingewiesen, daB Cyanid organisch gebundenes, reaktions- 
fahiges Eisen inaktiviert, und auf die Tatsache der Cyanidempfindlich- 
keit der Atmung hat er seine Theorie der Atmung als einer Eisen- 
katalyse aufgebaut. In spateren Untersuchungen® hat Warburg auf 
Grund seiner Untersuchungen tiber das Vorkommen von haminartigen 
Substanzen in der Zelle seine urspriingliche Theorie etwas abgeandert. 
Nach seiner jetzigen Auffassung enthalten alle Zellen ein haminartiges 
Ferment, das ,,Atmungsferment’‘, das direkt oder durch Vermittlung 
von anderen haminartigen Verbindungen (die Cytochrome von Keilin*) 
Luftsauerstoff auf das ,,aktivierte Atmungsmaterial iibertragt. Die 
Untersuchungen von Warburg und seiner Mitarbeiter iiber das Atmungs- 
ferment bedeuten einen groBen Fortschritt, da hier zum ersten Male 
eine chemisch (durch ihr Spektrum) charakterisierbare Substanz, 
die unzweifelhaft etwas mit Atmungsvorgangen zu tun hat, in lebenden 
Zellen nachgewiesen wurde®. Es ist aber vorlaufig unklar, welche Funk- 
tion dieses Ferment in der Kette der aeroben Desmolyse von Kohlen- 
hydraten hat; ob es den freien Sauerstoff direkt aufnimmt oder von 
anderen Akzeptoren tibernimmt und weiter transportiert. Auch die 
eventuelle Mitwirkung von Dehydrasen ist durchaus undurchsichtig. 

Es liegt fiir uns kein Grund vor, die verschiedenen in der neuesten 
Literatur vorgebrachten Hypothesen iiber die Wirkung des Hamin- 
eisens in der aeroben Grundatmung zu diskutieren, weil in der Grund- 
atmung der Wurzeln kein Hamineisen mitwirkt. Auch in Chlorella kann 
wegen der groBen Resistenz gegen Cyanid kein Hamineisen in der Grund- 
atmung mitwirken, obwohl diese Tatsache merkwiirdigerweise von 
Warburg wenig beachtet wird. Wir vermuten, daB Warburgs Atmungs- 
ferment im Pflanzenreich wenig verbreitet ist. Es ist hier vielleicht 
nicht unangebracht, auf die weite Verbreitung von freiem Cyanid in 

1 Warburg u. Negelein, a. a. O., 1920. — * O. Warburg, Festschr. d. 
Kaiser Wilhelm-Ges. 1921, S. 224. — 3 Zuletzt in ,,Naturwiss.** 22, 441, 1934. 
— ! D. Keilin, Proc. Roy. Soc. B, 104, 206, 1929; Ergebn. d. Enzymforsch. 
2, 239, 1933. — *® O. Warburg, Naturwiss. 16, 856, 1928. 
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héheren Pflanzen hinzuweisen'. Wenn also die Sauerstoffatmung 
von Pflanzen ohne die Mitwirkung von aktivem Hamineisen vor sich 
gehen kann, so lehren andererseits unsere Versuche tiber die Anionen- 
atmung, daB eben hier héchstwahrscheinlich ein Ferment mit aktivem 
Eisen mitwirkt, allerdings nur anaerob bei der Ubertragung von ge- 
bundenem Sauerstoff. Die Wirkung dieses Ferments weicht also grund- 
sitzlich von dem Warburgschen Atmungsferment ab. Ein ahnliches 
Ferment mit peroxydaseartiger Wirkung diirfte iibrigens bei der 
,,Nitratreduktion’ in den Versuchen Warburys und Negeleins mit 
Chlorella mitwirken. Dieser ProzeB ist nimlich, wie oben erwahnt, 
sehr empfindlich gegen Cyanid. Das gleiche gilt von einem der Teil- 
prozesse der Kohlensdureassimilation®. Nach Shibata und Yakushiji* 
soll ein katalaseahnliches Ferment aus dem bei der Reduktion der 
Kohlensaure gebildeten H,O, Sauerstoff entbinden. Das Vorkommen 
von himinartigen Fermenten, die die Aufgabe haben, bei verschiedenen 
biologischen Vorgangen gebundenen Sauerstoff verfiigbar zu machen, 
macht eine Revision unserer Vorstellungen von den Atmungsfermenten 
erwiinscht. Es geht aus unseren Untersuchungen klar hervor, dab 
Warburgs Atmungsferment* keine generelle Bedeutung fiir die aerobe 
Zellatmung héherer Pflanzen hat. Man muB8 vor allen Dingen die 
Physiologie der Zellatmung nicht auBer acht lassen, wenn man ihre 
Biochemie studieren will. Unsere Befunde lehren, daB in einem Organ 
nebeneinander verschiedenartige Atmungsprozesse vor sich gehen 
kénnen, die erst durch physiologisches Studium definiert werden 
kénnen. 

In dem Begriff ,,Zellatmung‘*, wie dieser meistens schlechtweg 
gefaBt wird, werden haufig die verschiedenartigsten Vorginge zu- 
sammengeworfen. Man kann z. B. durch chinoide Farbstoffe ,, Atmung** 
in Erythrocyten anregen, aber bei der Menge von oxydablen Sub- 
stanzen, die im Protoplasma gemischt sind, kann es nicht iiberraschen, 
daB chemische Verbindungen, die dehydrierend bzw. oxydierend 
wirken, auch Desmolyse einleiten, ohne daB dies etwas mit der physiologi- 
schen Atmung zu tun hat. Wir sind iiberzeugt, daB die in unseren Ver- 
suchen mit Kupfer beobachtete Stimulierung der Grundatmung eine 
solehe lebensfremde Katalyse ist. Ist die Kupferwirkung hinreichend 
stark, sterben die Zellen, die Wurzeln ,,atmen“ aber jetzt sogar viel 
stirker als jemals im Leben. Erst durch physiologische Beobachtung 


1 Artikel Cyanverbindungen in Handw. d. Naturwiss. 2. Aufl., 2. — 
2 O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 232, 1919. — * K. Shibata u. E. Yaku- 
shiji, Naturwiss. 21, 268, 1933. — ‘ O. Warburg, ebenda 22, 441, 1934. 
Das ,,Gelbe Atmungsferment** Warburgs soll nach seiner Ansicht keine 
Rolle bei der Sauerstoffatmung der héheren Organismen spielen (a. a. O. 
S. 446). 
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kann man entscheiden, ob eine Atmungsanderung eine bestimmte 
Anderung der Funktionen mitbringt oder nicht. 

Was die Grundatmung der Wurzeln anbetrifft, so kann man sie 
als die Summe der fiir die Erhaltung und teilweise auch fiir das Wachstum 
des Protoplasmas notwendigen aeroben Oxydationsprozesse betrachten. 
Die Intensitat der Grundatmung ist von der Temperatur und von dem 
Sauerstoffdruck abhangig. Sie wird aber auffallend wenig von an- 
wesenden Ionen beeinfluBt, sogar wenn diese Protoplasmagifte sind. 
Erst Giftwirkungen, die offenbar die Struktur des Protoplasmas 
schadigen, bringen gréBere Anderungen der Grundatmungsintensitat 
herbei. Andererseits kann man die Grundatmung langere Zeit durch 
Sauerstoffmangel auf einem Minimum halten, ohne daB die Wurzeln 
sterben. Wir haben die Wurzeln wochenlang in eine Nahrlésung mit 
einem Minimum von Sauerstoff gehalten: Der Unterschied von den 
in sauerstoffreicher Lésung wachsenden Wurzeln war nur der, da 
die Pflanzen etwas an Gewicht abnahmen, wahrend sie in den Kon- 
trollen etwas an Gewicht zunahmen. Weil bei Sauerstoffmangel un- 
zweifelhaft eine gewisse anaerobe Anionenatmung stattfindet, kann 
man sich denken, daB die letztere als Energielieferanten sozusagen 
vikariiert. Andererseits ist es iiberraschend, daB die Totalatmung soweit 
herabgedriickt werden kann, ohne daB hierdurch das Leben gefahrdet 
wird. Die Sachlage ist wahrscheinlich die, daB sehr wenig Oxydations- 
energie fiir die bloBe Erhaltung des Lebens ausreicht: Man denke an 
die d4uBerst langsame Atmung von Samen, von gewissen Meeresalgen usw. 
Neubildung von organischer Substanz, also Wachstum, erfordert da- 
gegen lebhafteren Umsatz. Da8 viele Pflanzenteile ohne Sauerstoff 
rasch sterben, diirfte einfach damit zusammenhangen, da8 in ihnen 
anaerobe Vorgange einsetzen, die giftige Verbindungen, wie Alkohol, 
Acetaldehyd usw. produzieren. In den Wurzeln, die an ein wech- 
selndes Leben mit oder ohne Sauerstoff angepaBt sind, finden 
solche Vorgange nicht statt. 

Die Wurzeln scheiden fast immer sehr kleine Mengen von Phos- 
phatiden aus}. In gewissen Lésungen ist die Ausscheidung gréBer, 
was aber auch mit dem partiellen Absterben von Wurzelhaaren, von 
Zellen der Wurzelhaube usw. zusammenhangen kann. Wir haben ge- 
funden, da8 unter gewissen Verhaltnissen auch Stoffe mit starkem 
Oxydierungsvermégen ausgeschieden werden, trotzdem die Wurzeln 
vollkommen gesund aussehen. Die Lésung, in welcher die Pflanze 
gehalten worden ist, oxydiert in diesen Fallen energisch HJ. Es handelt 
sich um eine wahre Katalyse, denn der Vorgang hort erst auf, nachdem 
man den Sauerstoff durch Stickstoff ausgetrieben hat. Auch in Wurzel- 


1 H. Lundegardh, H. Burstrém u. E. Rennerfelt, a.a.O., 1932. 
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extrakten mit HCl wird diese Oxydationswirkung beobachtet. Es 
hingen médglicherweise diese Oxydationswirkungen mit der Grund- 
atmung zusammen. Wir setzen unsere Untersuchungen hieriiber fort. 
Das bei der Grundatmung tatige Oxydationsferment wirkt weit ener- 
gischer als das bei der aeroben Anionenatmung tatige (vgl. S. 229). Man 
diirfte wohl deshalb kaum annehmen kénnen, daB ein einziges Ferment 
in den zwei Vorgangen tatig sein kénne. Der Grundatmungsvorgang 
ist ferner vollstandig abgeschlossen von der Oxydationswirkung von orga- 
nischen Peroxyden. Es handelt sich hier um zwei vollstandig getrennte 
Reaktionsketten. 
Anhang. 

Die hier wiedergegebenen Versuche wurden mit derselben Methodik wie 
in den friiheren Arbeiten! ausgefiihrt. Sie sind im Text als Z-Versuche 
bezeichnet, und sie wurden bei kontinuierlicher Luftdurchstré6mung durch 
die Lésung ausgefiihrt (vgl. S. 224). Alle Kationen wurden mit der quanti- 
tativen Spektralanalysenmethode (S. 225) bestimmt. Das Volumen der 
GefaBe betrug etwa 80 ccm. 


Tabelle VI. Zirkulierungsversuche mit KNO,-Lésungen ohne 
Zusatz. Alle Werte in Millimol. 








pg Ionenaufnahme Kohlensaure Px am 
Nr. KNOs-Inhalt . pete yeas Ende des 
des Gefibes K NO; Rt Ry os Versuchs 
1 0,106 0,066 0,066 0,384 0,252 0,132 6,72 
2 0,106 0,100 0,106 0,460 0,248 0,212 6,58 
3 0,213 * 0,130 0,158 0,543 0,227 0,316 4,75 
4 0,213 0,133 0,170 0,564 0,224 0,340 6,54 
5 0,225 0,168 0,171 0,522 0,180 0,342 6,61 
6 0,225 0,163 0,207 0,684 0,270 0,414 6,33 
7 0,225 0,184 0,225 0,709 0,259 0,450 4,44 


* = 1/499 Mol Liter = 2,5 Millimol. 


‘ Anmerkung. Nach der kleinsten Quadratenmethode berechnet erhalt 
man fiir k den Wert 2,05 + 0,018, fiir R, den Wert 0,230 + 0,0031 Milli- 
mol. Wenn mit * = 2,00 gerechnet wird, erhalt man fiir R, den Durch- 
schnittswert 0,237. 


Tabelle VII. Zirkulierungsversuche mit m/400 KN O,-Lésungen bei 
Zusatz von KCN. Alle Werte in Millimol. 








KCN- TIonenaufnahme Kohlens&ure 
‘ cCN Konzen- 
~— ae tration * K NO; Ry Rg k.A 
0,001 0,012 0,176 0,189 0,560 0,182 0,378 


0,005 0,060 0,145 0,173 0,578 0,232 0,346 
0,010 0,120 0,083 0,124 0,587 0,339 0,248 
0,020 0,240 0,115 0,088 0,480 0,304 0,176 
0,050 0,600 0,059 0,031 0,314 0,252 0,062 
0,300 3,600 0,013 0,009 0,348 0,330 0,018 


* In Millimol/Liter. 


SD Cte CDR 


1 H. Lundegardh u. H. Burstrém, diese Zeitschr. 261, 235, 1933. 
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Tabelle VIII. Zirkulierungsversuche in m/400 KNO,-Lésungen bei 
Zusatz von Cu(NO,),. Alle Werte in Millimol. 














. Ionenaufnahme Kohlensiéure 29 am 
Nr. ped ’ - : : Kotte des 
7 Ca K NOs Ry P? oe k.A Versuchs 


1 0,9002 0,0002 | 0,164 0,189 0617 0,239 0,378 6,42 
2 0,0006 | 0,0006 0,100 0,140 0,573 0,293 0,280 6,47 
3 0,0010 0,0010 | 0,064 0,068 0,439 0,303 0,136 6,58 
4 0,0020 | 0,0029 | 0,031 0,045 0,417 0,327 0,099 6,49 
5 0,0200 0,0105 0,009 0,000 0,216 0,216 0,000 5,84 
a 


Tabelle IX. Zirkulierungsversuche in m/400 KNO,-Lésungen bei 
Zusatz von TINO,;. Alle Werte in Millimol. 








wt TINO, Ionenaufnahme a Kohlensiure B . Iyeod 
Nie || zugesetzt Tl K NOs R; Rg k.A Vetsutlie 
| i] 

1 || 0,000 05 0 0,091 | 0,114 | 0,450 0,222 0,828 6,29 
2 !10,.00010 0 0.116 | 0131 || 0481 0219! 0262 645 
3 0,000 50 | 0,000 35 | 0,095 0,121 0,391 0,147 0,242 6,44 
4 0.09100 0,00071 0,105 0,098 0,409 0.213 0,196 5,98 
5 0,002 00 | 0,000 96 | 0,077 0,078 0,324 0,168 0,156 641 

6 0,00500 0,001 36 | 0,050 0,007 0,305 0,286 0,014 5,98 


Tabelle X. Zirkulierungsversuche in m/400 KNO,-Lésungen bei 
Zusatz von Pb(NO,),. Alle Werte in Millimol. 











- Pb(NO5)o Tonenanfnahme Kohlensaure a ipa > 
ANT. gugesetzt Pb K NO, R, Rg Sd oo 
1 0,0015 0,0015 0,110 0,135 0,505 0,235 0,270 6,4 
2 0,002 0,002 0,088 0,121 0,457 0,215 0,242 6,4 
3 0,025 0,025 0,090 0,048 0,369 0,273 =—-0,096 5,8 
4 | 0,046 0,039 0,000 0,029 | 0,342 0,284 0,058 5,4 


Tabelle XI. Zirkulierungsversuche in m/400 KNO,-Lésungen bei 
Zusatz von HgNO,. Alle Werte in Millimol. 








HgNO, lonenanfnebme Kohlens&ure 
Nr. gugesetzt kK NO; i Ti fi iin ge Ry teas kA 
1 0,00001 0,138 0,180 0,421 0,061 0,360 
2 0,00005 0,109 0,127 0,482 0,228 0,254 
3 0,00010 0,091 0,106 0,429 0,217 0,212 
4 0,00050 0,040 0,057 0,388 0,274 0,114 
5 0,00100 0,016 0,030 0,172 0,112 0,060 


Tabelle XII. Zirkulierungsversuche in Co(NO,),-Lésungen. 
Alle Werte in Millimol. 








lonenaufnahme Kohlensdure 

Nr. Co(N O,)o en <email Ws = spent 
2 Co NO, Rt Ry k.A 
1 0,035 0,010 0,029 0,283 0,229 0,058 
2 0,085 0,022 0,067 0,378 0,244 0,134 
3 0,085 0,024 0,067 0,311 0,177 0,134 
4+ 0,0875 0,012 0,041 0,287 0,205 0,082 
5 0,212 0,039 0,099 0,349 0,151 0,198 
6 0,212 0,023 0,148 0,467 0,171 0,296 





Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensaureassimilation. 
Von 
Hans Kautsky. 
III. Mitteilung: 


H. Kautsky und A, Hirsch: Der EinfluB der Kohlensiure auf das Fluoreszenz- 
Verhalten lebender Blitter. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen am 26. Februar 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Mittelpunkt unserer Untersuchungen steht die seit langem be- 
kannte rote Fluoreszenz des Chlorophylls im lebenden Blatt. Diese 
Fluoreszenz ist bei hohen Belichtungsintensitaten nicht in jedem Zeit- 
punkt der Belichtung konstant. Wir fanden sie im ersten Augenblick 
des Auftreffens der Lichtstrahlen fast vollstand{g ausgelischt (Zeit- 
punkt A der Fluoreszenzkurve). Normalerweise erscheint die rote 
Fluoreszenz eines Blattes in ihrer maximalen Helligkeit B erst in ein 
bis zwei Sekunden nach Belichtungsbeginn, fallt aber in wenigen Minuten 
wieder ab, B—C, und geht bei Bedingungen, welche giinstig fiir eine 
groBe Assimilationsgeschwindigkeit sind, auf einen sehr geringen, auch 
iiber langere Zeitraume konstanten, Betrag C zuriick. Dariiber wurde in 
den beiden vorhergehenden Mitteilungen berichtet’*. Es erscheint 
besonders auffallend, daB die Fluoreszenz eines Blattes, welches sich in 
voller Assimilation befindet, so gut wie ausgeléscht erscheint; deshalb 
fragen wir uns, 0b die Fluoreszenztilgung mit dem Vorgange der Assi- 
milation in der Pflanze in einem unmittelbaren Zusammenhang steht. 

‘Wir schalten hier, bevor wir dieser Frage naher treten, eine kurze 
Bemerkung iiber Fluoreszenz und Fluoreszenzausléschung ein. Gefarbte 
Stoffe wie das Chlorophyll absorbieren Licht bestimmter Wellenlangen. 
Die Aufnahme eines Lichtquants bewirkt einen Ubergang des normalen 
Farbstoffmolekiils in ein energiereiches Molekil. Die Lebensdauer 
solcher energiereicher Zustande ist oft nur eine sehr kurze (10-§ Sekunden) 
sie kann allerdings, wenn es sich um metastabile Zustiénde oder Um- 
lagerungen handelt, aber auch Sekunden und dariiber betragen*. Treten 
wahrend der Lebensdauer des angeregten Molekiils keine Umwandlungen 


! T. Mitteilung: H. Kautsky u. A. Hirsch, diese Zeitschr. 274, 423, 1934; 
daselbst befindet sich die Fluoreszenzkurve mit den hier verwendeten Buch- 
stabenbezeichnungen. — 2 II. Mitteilung: H. Kautsky u. H. Spohn, ebenda 
274, 435, 1934. — * H. Kautsky, A. Hirsch u. W. Flesch, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 68, 152, 1935. 
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der Anregungsenergie in Warme oder chemische Energie, meist in 
Wechselwirkung mit anderen Molekiilen, ein, dann wird die absorbierte 
Lichtenergie, wihrend das Molekiil in seinen Normalzustand zuriickkehrt, 
wieder in Form von Licht meist gréBerer Wellenlinge als Fluoreszenz 
ausgestrahlt. Es ist ohne weiteres einzusehen, daB diese Fluoreszenz bei 
gegebener Anzahl absorbierter Lichtquanten um so gréBer sein wird, je 
weniger die im Farbstoff gespeicherte Lichtenergie in andere Energie- 
formen verwandelt wird. Eine Fluoreszenzausléschung deutet darauf 
hin, daB die absorbierte Lichtenergie, bevor sie als Fluoreszenz wieder in 
Erscheinung treten kann, fiir irgendeinen Vorgang verbraucht wird, 
z. B. dadurch, daB sie auf Nachbarmolekiile iibertragen wird, welche be- 
fahigt sind, den in den Farbstoffmolekiilen aufgespeicherten Energie- 
betrag ganz oder teilweise aufzunehmen und ihn gegebenenfalls fiir eine 
chemische Umwandlung zu verbrauchen. 

In einem belichteten Blatt findet ein Vorgang statt, welcher Licht- 
energie verbraucht, namlich die Kohlensaureassimilation, und es ist 
bekannt, daB die fiir diesen wichtigen Vorgang nétige Lichtenergie vom 
griinen Pflanzenfarbstoff absorbiert wird. Die Beobachtung der Fluo- 
reszenzinderungen im lebenden Blatt stellt uns deshalb vor die bedeutende 
Aufgabe, einem Zusammenhang zwischen der Kohlensdéureassimilation 
und der Auslischung der Chlorophyllfluoreszenz im  assimilierenden 
Chloroplasten nachzuspiiren. 

Wir sagten uns: in einem gut assimilierenden Blatt wird ein groBer 
Teil der absorbierten Lichtenergie in chemische Energie verwandelt, 
dies kénnte der Grund fiir die Tilgung der Chlorophyllfluoreszenz sein, 
und wir schlieBen daraus einmal ganz einfach, daB in einem Blatt, in 
welchem die Kohlensaureassimilation gehemmt ist, also durch irgend- 
eine Beeinflussung auf einen geringen Betrag herabgedriickt wird, die 
Lichtenergie nicht mehr zur Verwendung gelangt und somit wieder un- 
gestért als Fluoreszenz erscheinen kénnte. Das bedeutet, daB ein be- 
lichtetes, nicht assimilierendes Blatt im Gegensatz zu einem assimi- 
lierenden andauernd hell fluoreszieren wiirde; allerdings unter der 
Voraussetzung, da wir nicht gerade assimilationshemmende Stoffe 
zusetzen, welche selbst die Energie vom Chlorophyll aufnehmen und so 
die verfiigbare Assimilationsenergie auf sich ablenken. 


Wir kennen mehrere Méglichkeiten, die Assimilationsgeschwindig- 
keit zu vermindern bzw. die Assimilation aufzuheben. Die einfachste ist 
die Herabsetzung der Temperatur des Blattes. Nach dieser sind es die 
aus den Arbeiten O. Warburgs! bekannten reversiblen Hemmungen der 
Assimilation durch Narkotika, wie Phenyluretan und andere oberflachen- 


10, Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen 
Substanz. Berlin 1928. 
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aktive Stoffe und durch das Schwermetallkatalysatorgift Blausdure. 
Sehr weitgehende Hemmungen werden, wie Warburg zeigte, schon durch 
iuBerst geringe Mengen dieser Stoffe bewirkt. 


Versuche. 
1. Assimilationshemmung durch Herabsetzung der Temperatur. 

Die vorangehende Mitteilung+ enthalt Versuche, welche zeigen, daB 
die konstante Helligkeit der Fluoreszenz langer belichteter Blatter bei 
tiefen Temperaturen eine wesentlich gréBere ist als bei héheren. Von 
zwei Blattern, deren eines auf 0° abgekiihlt, das andere auf 30° erwarmt 
wurde, fluoresziert nach halbstiindiger Belichtung das kalte andauernd 
stark rot, wogegen das warme, viel intensiver assimilierende Blatt nur 
eine ganz unbedeutende Fluoreszenz erkennen JaBt. 


2. Assimilationshemmung durch Phenyluretan. 

Dieser nicht fliichtige Stoff ist nur in wasserigen Lésungen anwendbar. 
In die Blatter der Landpflanzen dringt diese Lésung nicht ein, deshalb 
haben wir unsere Versuche mit geeigneten Wasserpflanzen (Vallisneria 
americana, Vallisneria spiralis, Sagittaria graminea, Ranunculus delphini- 
folius, Chlorella vulgaris) ausgefiihrt. An diesen Wasserpflanzen sind die in 
den vorhergehenden Mitteilungen besprochenen Fluoreszenzerscheinungen 
ausgezeichnet zu verfolgen. 

Zum Vergleich der Fluoreszenzhelligkeiten der Pflanzen bei un- 
gehemmter und gehemmter Assimilation wurde von einer Pflanze ein 
Blatt oder Blatteil in eine Lésung von Phenyluretan (0,002 Mole im 
Liter) und das mit ihm zu vergleichende in Wasser etwa 30 Minuten 
belassen und dann beide, das mit Phenyluretan narkotisierte und das 
normale, nebeneinander ausgebreitet, unter die Ultraviolettlampe ge- 
bracht und langere Zeit belichtet. Wahrend die Fluoreszenz des normalen 
Blattes fast vollsténdig ausgeléscht erscheint, beobachtet man, daB das 
mit Phenyluretan vorbehandelte Blatt, dessen Assimilation praktisch 
vollstandig gehemmt sein diirfte, mit maximaler Helligkeit sein rotes 
Fluoreszenzlicht ausstrahlt. 

Arbeitet man mit einzelligen Griinalgen, wie z. B. Chlorella, deren 
Aufzucht von O. Warburg? genau beschrieben wurde, so werden zum 
Vergleich der Fluoreszenzhelligkeiten Aufschwemmungen _ gleicher 
Algenkonzentration in Nahrlésung, eine mit, die andere ohne Zusatz von 
Phenyluretan, nach halbstiindigem Stehen abzentrifugiert, die salben- 
artigen griinen Niederschlige auf Objekttrager gleichmaBbig aufge- 
strichen und nebeneinander liegend langere Zeit bestrahlt. Wieder sehen 


Il. Mitteilung: H. Kautsky u. H. Spohn, diese Zeitschr. 274, 435, 
1934. — 2 O. Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen 
Substanz. Berlin 1928. 
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wir den Helligkeitskontrast der beiden belichteten Flachen, die narkoti- 
sierten Algen fluoreszieren andauernd mit maximaler Helligkeit, die 
Fluoreszenz der nichtnarkotisierten, normal assimilierenden erscheint 
dagegen fast vollkommen ausgeléscht. 


3. Assimilationshemmung durch Blausdure. 

Eine Herabsetzung der Assimilation durch Blausaurevergiftung 
kommt ebenfalls in einer starken Verminderung der Fluoreszenz- 
ausléschung zum Ausdruck. Es handelt sich hier wie bei den Versuchen 
mit Phenyluretan vorlaufig um orientierende qualitative Versuche, 
deren Ergebnisse aber unzweifelhaft als Tatsachen gewertet werden 
dirfen. Aus einer groBen Anzahl vergleichender Vergiftungsversuche 
an Land- und Wasserpflanzen, die in verschiedenen Variationen aus- 
gefiihrt wurden, greifen wir nur einen heraus und schildern kurz seinen 
Verlauf: Zwei normale Blatthalften von Parietaria ramiflora belichten 
wir unter méglichst giinstigen konstanten Bedingungen so lange, bis ihre 
Fluoreszenz auf den sehr geringen konstanten Betrag im Zeitpunkt C der 
Fluoreszenzkurve des Blattes gesunken ist und dasselbe sich in voller 
Assimilation befindet. Jetzt unterbrechen wir die Belichtung auf ein 
bis zwei Minuten, wahrend deren wir die eine Blatthalfte in blausdure- 
haltige Luft bringen, die andere unversehrt lassen. Bei der Wieder- 
belichtung zeigt sich in die Augen springend die assimilationshemmende 
Wirkung der Blauséure. In dem nicht vergifteten Blatt bleibt die Fluor- 
eszenz ausgeléscht, in dem vergifteten erscheint sie nunmehr in ihrer 
vollen Intensitaét und veradndert dieselbe nicht mehr. 

Ergebnis: Die drei verschiedenen Versuche mégen ausreichen, um 
zu zeigen, daB ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Assi- 
milationstatigkeit eines Blattes und seiner Fluoreszenzhelligkeit sehr 
wohl bestehen kann, in dem Sinne, daB bei dem Verbrauch der vom 
Chlorophyll absorbierten Lichtenergie zur Kohlensdureassimilation die 
Fluoreszenz des Chlorophylls weitgehend ausgeléscht wird. Eine be- 
deutende Hemmung der Kohlenséureassimilation durch Herabsetzung 
der Temperatur, durch Phenyluretan oder durch Blausaure ist, wie die 
angefiihrten Versuche deutlich machen, mit einer Aufhebung der 
Fluoreszenzausléschung verbunden. 

Aus dem Vorangehenden wird ersichtlich, daB der uns am meisten 
interessierende Punkt nicht die helle Fluoreszenz des Chlorophylls im 
Blatte, sondern ihre Ausléschung ist. Nur diese kann ein Ausdruck der 
Verwertung der Energie fiir den photochemischen Vorgang sein und ihr 
wollen wir deshalb vorerst unsere besondere Aufmerksamkeit zuwenden. 

Es ist vielleicht hier schon vorteilhaft, darauf hinzuweisen, daB die 
bei gegebener Lichtintensitaét maximale Fluoreszenz nur einen sehr 
geringen Bruchteil der gesamten Lichtquanten betraigt, welche vom 
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Chlorophyll in der Zeiteinheit absorbiert werden. Weitaus der iiber- 
wiegende Teil der Umwandlungen der Anregungsenergie des Chloro- 
phylls in chemische Energie bleibt unserem Auge unsichtbar. Die 
sichtbare Fluoreszenz ist nur ein Indikator fiir diese Vorgange ; daB selbst 
sie im lebenden Blatt so weitgehend ausgeléscht wird, ist besonders be- 
merkenswert und ein Zeichen dafiir, in welchem Ausmabe sich die ab- 
sorbierten Lichtquanten durch einen besonderen Ubertragungsmecha- 
nismus, der in den folgenden Arbeiten ausfiihrlich zur Sprache kommt, 
an Teilvorgingen der Kohlenséureassimilation beteiligen kénnen. 

Gehen wir von der Vorstellung aus, daB die angeregten Chlorophyll- 
molekiile vor ihrer Fluoreszenzemission in Wechselwirkung mit  be- 
nachbarten Molekiilen unter Ausléschung der Fluoreszenz treten, so 
kommen wir zu der uns sehr wichtig erscheinenden Frage: Welche 
Molekiilart ist fiir die Fluoreszenzausléschung im assimilierenden Chloro- 
plasten verantwortlich ? 

Es darf nicht wundernehmen, daB unsere Gedanken sich sogleich 
auf die Kohlensaure richteten!. Sie ist es doch, auf die letzten Endes bei 
der Kohlensaureassimilation die absorbierte Lichtenergie zur Wirkung 
gelangt, indem die Kohlensaure reduziert wird. Unsere Versuche be- 
schaftigen sich zunachst damit, den Einflu8 verschiedener Kohlensaure- 
konzentrationen auf das Fluoreszenzverhalten griiner Blatter zu_be- 
obachten. 


EinfluB der Kohlensaiurekonzentration auf das Fluoreszenz- 
verhalten griiner Blatter. 

Die vergleichenden Fluoreszenzbeobachtungen an Blattern, welche 
unter sonst iibereinstimmenden konstanten Bedingungen bei ver- 
schiedenen Kohlensaéurekonzentrationen belichtet werden, fiihrten wir 
in einer Apparatur aus, deren genaue Beschreibung in der vorhergehenden 
Mitteilung? gegeben ist. Die Belichtungsbedingungen sind hier die 
gleichen, wie dort angegeben. 

Wir bereiteten uns Gemische von Luft und Kohlensaiure, indem wir zu 
einer bestimmten Menge Kohlensaiure in einer Stahlbombe so viel Luft 
zupreBten, daB die gewiinschte Kohlensiurekonzentration erreicht wurde. 
Durch Gasanalyse ermittelten wir die genaue Zusammensetzung des Gas- 
gemisches. Sechs soleher Gemische fanden Verwendung: 1. 0% CO, (Luft 
durch Kalilauge und Natronkalk von CO, befreit), 2. 0,03% CO, (Luft), 
3. 1% COs, 4. 4% COs, 5. 10% CO,, 6. 50% CO,. 

Aus unserem Pflanzenhaus wahlten wir tadellose Blatter unserer 
Versuchspflanzen. Fiir einen Versuch wurde immer ein vorher im Dunklen 
gut ausgeruhtes Blatt der Lange nach in zwei Teile geschnitten und davon 
je eine Halfte, mit der Unterseite der Lichtquelle zugewandt, in eine der 
beiden Versuchskammern A, und K,? gebracht. 


1 H. Kautsky u. A. Hirsch, Naturwiss. 19, 964, 1931. — ? II. Mit- 
teilung: H. Kautsky u. H. Spohn, diese Zeitschr. 274, 435, 1934. 
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Der EinfluB der Kohlensaurekonzentration auf den Fluoreszenz- 
anstieg A—B. 

Die ersten Versuche waren in ihrer Ausfiihrung ganz analog den in 
der vorigen Mitteilung beschriebenen, welche den EinfluB der Tem- 
peratur zum Gegenstand hatten. In beiden Thermostatenkammern 
herrschten iibereinstimmende Versuchsbedingungen auch beziiglich des 
Kohlensaéuregehalts der Gasstréme. Zur Messung der Zeiten des Fluor- 
eszenzanstiegs benutzt man wie friiher das eine Blatt als Vergleichs- 
helligkeit. Man JaéBt es zuerst seine maximale Helligkeit B erreichen, 
dann erst 6ffnet man die Blende der anderen Kammer, welche diejenige 
Blatthalfte enthalt, deren Fluoreszenzanstieg gemessen werden soll. Im 
Halbschattenapparat beobachtet man im Kontrast zum hellen Ver- 
gleichsblatt den Fluoreszenzanstieg und bestimmt mit der Stoppuhr die 
Zeit, bis beide Blatthalften gleich hell geworden sind, das bedeutet, bis 
die Fluoreszenz der zu messenden Blatthalfte nunmehr die maximale 
Intensitat B erreicht hat. Wir vergewisserten uns natiirlich vorher, dab 
die Vergleichshelligkeit innerhalb der kurzen, nur 1 bis 2 Sekunden 
betragenden Versuchszeit konstant bleibt. 

Eine andere Art, die Dauer der Zeiten des Fluoreszenzanstiegs A — B 
in Abhangigkeit von der Kohlenséurekonzentration zu ermitteln, be- 
steht darin, daB die beiden zu vergleichenden Blatthalften, welche mit 
voneinander verschiedenen Kohlenséiurekonzentrationen im  Gleich- 
gewicht stehen, gleichzeitig belichtet werden. Man ist dann imstande, 
Abweichungen, welche durch Erhéhungen der Kohlensiurekonzen- 
trationen in dem zeitlichen Verlauf des Fluoreszenzanstiegs auftreten, 
unmittelbar vergleichend zu beobachten. Die CO,-Konzentration des 
zugefiihrten Gasstromes sei in der einen Kammer A, beispielsweise 0%, 
in der Kammer KA, 0,03°%. Bei einem nachsten Versuche vergleicht man 
die Fluoreszenzinderungen bei 0 und 1 °% usf. bis hinauf zu 10 und 50%. 
Ebenso werden auch die héheren Konzentrationen untereinander ver- 
glichen, so daB eventuelle Abweichungen mit groBer Sicherheit er- 
kennbar werden. 

Wie friiher, haben wir uns nicht begniigt, blo& eine Pflanzenart zu 
untersuchen, sondern Blatter verschiedener Pflanzenarten zu unseren 
Versuchen herangezogen. Nachdem wir in der vorhergehenden II. Mit- 
teilung genau angaben, wie aus vielen Einzelmessungen Durchschnitts- 
werte erhalten werden, diirfen wir, weil wir hier mit gleicher Gewissen- 
haftigkeit vorgegangen sind, uns wohl die Vereinfachung erlauben, die 
aus vielen Messungen gewonnenen Einzelergebnisse kurz zusammen- 
gefaBt darzustellen. 

Die Gerade in Abb. 1 besagt, daB fiir Piper nigrum die Anstiegs- 
zeiten fiir Konzentrationen von 0 bis 10°%, Kohlensaure innerhalb der 
Versuchsfehler gleich sind. Die Werte fiir 0°, beziehen sich auf den 
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Kohlensaiuregehalt des zugefiihrten Luftstromes. In den Zellen des 
Blattes selbst wird immer eine gewisse unbekannte Kohlensaéurekonzen- 
tration vorhanden sein, welche der Atmung des Blattes entstammt. 
Das in Abb. | dargestellte 

150K. Verhalten des Fluoreszenz- 
anstiegs AB gegeniiber ver- 

schiedenen Kohlensaurekon- 

zentrationen finden wir bei 

allen bisher von uns unter- 

BERS icy Wd WE ee Re suchten Pflanzen (welche in 


ries. 2 , 
Pass Sie CO; in % Tabelle Il angefiihrt sind). 





hug 








Abb. 1. EinfluB der Kohlensiurekonzentration Die Zeit tap betragt auch fiir 


auf die Zeit t4 p (in Sekunden) des Fluores- diese Pflanzen durchschnitt- 

zenzanstiegs von Piper nigrum. 25°. i : a . 

lich 1+-1,, Sekunden. Die 

Messungen ergeben, dais der Anstieg der Blattfluoreszenz AB durch 

eine Anderung der CO,-Konzentration im Gasstrom von 0 bis 10% 
nicht beeinfluBt wird. 


Der Einflu8B der Kohlensaiurekonzentration auf den Verlauf des 
Abfalles der Blattfluoreszenz B—C. 

Auch hier haben wir von den zwei verschiedenen Messungsmdglich- 
keiten, wie sie eben auseinandergesetzt wurden, Gebrauch gemacht. 
Entweder verglichen wir beide Blatthalften nacheinander bei tiberein- 
stimmender Kohlenséurekonzentration, oder gleichzeitig bei ver- 
schiedener Kohlenséiurekonzentration. Im ersten Falle wurde die 
zweite Kammer erst dann geéffnet, wenn die Fluoreszenz des Blattes in 
der ersten Kammer auf die Vergleichshelligkeit bei C (konstante ge- 
ringe Endhelligkeit der Fluoreszenz des Blattes) abgefallen war, und 
nachher die Zeit abgestoppt, bei der die Fluoreszenzhelligkeit der beiden 
Blatter ununterscheidbar geworden ist. So erhalt man die Zeiten der 
gesamten Induktionsperiode der Fluoreszenz. 

Im zweiten Falle beginnt die Belichtung beider Blatter gleichzeitig. 
Gemessen werden die Zeiten, bei denen erstmalig ein Abweichen der beiden 
Fluoreszenzkurven beobachtet wird, und dann wieder die Zeitpunkte, in 
welchen sich die beiden Kurven in dem Endpunkt der Fluoreszenzkurve 
gleicher geringer Endhelligkeit wiederfinden. Zwischen diesen Zeiten 
beobachtet man ein Intervall, in welchem sich die Fluoreszenz mit be- 
sonderer Beschleunigung vermindert. Auch dieses wurde mit der Stopp- 
uhr festgehalten und in den in Abb. 2 gezeichneten Kurven zum Aus- 
druck gebracht. 


Kurz sei die Ausfiihrung eines solchen Versuchs beschrieben: Mit aus- 
geruhtem Auge blickt der Beobachter durch das Rohr FR (II. Mitteilung, 
Abb. 1) und 6ffnet gleichzeitig beide Blenden vor den Versuchskammern K, 
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und K,, in denen die beiden zu vergleichenden Blatthalften ausreichende Zeit 
(1 Stunde) von feuchtigkeitsgesattigten Gasstr6men verschiedener Kohlen- 
siurekonzentration, z. B. die eine mit Luft und die andere mit 10° Kohlen- 
siure enthaltender Luft, rasch umspiilt werden. Die beiden halbkreis- 
formigen Vergleichsfelder, in welchen sich die beiden fluoreszierenden Blatt- 
halften unmittelbar aneinander schlieBend darstellen, erscheinen im ersten 
Augenblick als ein Kreis gleichmaBiger Helligkeit. Der Fluoreszenzanstieg 
A—-B ist in diesem Falle kaum meBbar festzuhalten, weil er fiir beide Blatt- 
halften die gleiche Geschwindigkeit besitzt. Erst 2 bis 3 Sekunden nach 
Erreichung des Zeitpunktes B, in welchem das Blatt maximal hell fluores- 
ziert, wird eine allmahliche Veranderung der Helligkeit in dem Halbschatten- 
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Abb. 2. Der Verlauf des Fluoreszenzabfalls B—C bei 25° von Vinca majus bei verschiedenen 
Kohlenséurekonzentrationen. Kurve I 0 bis 19/) CO,, Kurve II 49/9 CO, Kurve III 1099 COs. 


feld bemerkbar. Es ist das unter niederem Kohlensaéuredruck befindliche 
Blatt, dessen Fluoreszenz rascher schwindet. Der Helligkeitskontrast ver- 
gréBert sich mit rasch zunehmender Geschwindigkeit, die bald zu einem 
fast vélligen Erléschen der Fluoreszenz der einen Halfte fiihrt. Nun merken 
wir, daB auch die andere Blatthalfte, welche unter héherem Kohlensaure- 
druck steht, ihre Helligkeit verringert und beschleunigt der gleichen kon- 
stanten Endhelligkeit zustrebt, welche die andere Halfte schon vorher 
erreichte. Der Zeitpunkt, an welchem das Auge keinen Helligkeitsunter- 
schied mehr erkennt, wird mit der Stoppuhr festgehaiten. Er bedeutet den 
Endpunkt des Fluoreszenzabfalls desjenigen Blattes, welches sich in 
10 %iger Kohlensaure befand. 


Aus vielen solchen Beobachtungen ermittelten wir den Verlauf der 
Fluoreszenzkurven fiir verschiedene Kohlensiurekonzentrationen. Am 
Beispiel der Vinca majus lassen sich die Ergebnisse in einer Kurvenschar 
Abb. 2 besonders anschaulich darlegen, wenn sie auch nicht das allgemeine 
Verhalten der Fluoreszenz griiner Blatter gegeniiber verschiedenen 
Kohlensaurekonzentrationen beschreibt. Vinca majus ist namlich eine 
Pflanze, deren Fluoreszenzveranderungen ganz besonders stark durch 
Erhéhung der Kohlenséurekonzentration in hemmendem Sinne_ be- 
einfluBt werden. 


Das ahnliche Verhalten einiger anderer Pflanzen zeigt Tabelle I. 
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Tabelle I. 





Zeit (tp,-) des Fluoreszenzabfalls in Sekunden bei 25° 


Pflanzenart 


0 bis 1% CO, | 4%, CO. 10) CO» 
Circea lutetiana. .... 60 120 180 
Vinca majus ..... 90 150 210 
Parietaria officinalis. . . 60 - 90 
Pinee nigrOM...0-. . >.>. 45 90 120 


Wir finden, daB eine Veranderung der Kohlensdurekonzentration 
von 0 bis 0,03 bis 1% tberhaupt keine Veranderung der normalen 
Fluoreszenzvorgiange bewirkt (Kurve I). Erst eine Steigerung tiber das 
zulissige MaB hinaus (4 bis 10°) andert den Verlauf der Kurven, und 
zwar in einem Sinne, der eine Hemmung der Vorgainge bedeutet. 

Bei Betrachtung der Kurven fallt gegeniiber den bisher zur Ansicht 
gebrachten eine besondere Ferm des Fluoreszenzabfalls auf. Diese einen 
autokatalytischen Verlauf des zugrunde liegenden Prozesses an- 
deutende Form finden wir am ausgepragtesten bei den geringen und 
auch den fiir die Pflanze normalen oder giinstigen Kohlensaurekonzen- 
trationen von 0 bis 1% (Kurve I). Der in der Abbildung gezeichnete 
spezielle Verlauf der Kurven ist nur ein ungefahrer, nicht in allen Punkten 
exakt gemessener, dem Sinne nach aber unzweifelhaft richtig beob- 
achteter. In einer der nachsten Veréffentlichungen wird der autokata- 
lytische Charakter des Fluoreszenzabfalls B—C an Hand von genauen 
Messungen anderer Art als der hier durchgefiihrten eingehend erdértert 
werden. 


Der Einflu8 extrem hoher Kohlensaéurekonzentrationen auf das 
Fluoreszenzverhalten der Blatter. 

Gegentiber erhéhten Kohlenséurekonzentrationen sind verschiedene 
Pflanzen ganz ungleich empfindlich. Wahrend fiir Vinca majus eine 
Kohlenséurekonzentration von 10% schon stark hemmend auf die Zeit 
des Fluoreszenzabfalls wirkt, sind bei anderen Pflanzen solche Ab- 
weichungen nur gering. Bei extrem hohen Kohlensaurekonzentrationen 
aber, z. B. bei 50% CO,, welche bekanntlich die Assimilation rasch und 
stark schadigen, finden wir ausnahmslos sehr weitgehende Verzégerungen 
des Fluoreszenzabfalls (Tabelle II). Selbst die Dauer des Fluoreszenz- 
anstiegs kann bei gewissen Pflanzen, wie sie Tabelle II zeigt, auf ein 
Vielfaches des Normalen steigen. Die Endhelligkeit im Zeitpunkt C ist 
bei den extrem hohen Kohlenséurekonzentrationen deutlich erhéht 
gegeniiber den unter niedrigerem Kohlensaduredruck befindlichen 
Blattern. 


Zu den vorstehenden Ausfiihrungen méchten wir noch bemerken, 
daB die Kohlenséurekonzentration in den Chloroplasten wahrend der 
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Induktionsperiode der Fluoreszenz, also im Beginn der Assimilation, 
nicht ohne weiteres vergleichbar ist mit der Kohlenséurekonzentration 
in dem erreichten Zustand der vollen Assimilation. 


Tabelle LI. 





Anstiegszeit (t4 ,) der Abfallszeit der Fluoreszenz 
Pflanzenart Fluoreszens in Sekunden in te eo in Sekunden bei 25° in 
Luft “500 9 CO» Luft 5099 CO, 
Vinca majus 1 5—15 90 240 
Sparmannia africana 1 2 45 180 
Parietaria ramiflora . 1 5 45 iaber 500 
Parietaria officinalis . 1 5—10 60 249) 
Piper nigrum . ; 1 1 45 500 
Begonia semperflorens 
Hybriden . ‘ 1 2 75 iber 240 
Plectranthus fructicosus 1 1 45 600 
Pelargonium zonale 1 1,5 60 900 
Salvia splendens . 1 10—15 45 sehrstark verzigert 
Elatostema sessile var. 
OO 1 10 60 i m 
Ergebnisse. 


Keiner unserer Versuche spricht dafiir, daB die vom Chlorophyll 
absorbierte Lichtenergie auf freie oder gebundene Kohlenséure unmittel- 
bar iibertragen wird, denn innerhalb eines sehr weiten Bereichs beein- 
flussen Konzentrationsinderungen der Kohlensiure das normale 
Fluoreszenzverhalten, wie es bei gegebener Temperatur und _ Licht- 
intensitat in Luft beobachtet wird, nicht im geringsten, selbst nicht bei 
einer quantitativen Entfernung der Kohlenséure aus der dem Blatte 
zugefiihrten Luft. Eine Steigerung auf Kohlenséiurekonzentrationen, 
welche bereits die Assimilation ungiinstig beeinflussen, wirkt sich aber in 
einer Hemmung der Vorgiainge aus, welche durch die Fluoreszenz- 
anderungen angezeigt werden. 

Vielfach ging die Ansicht dahin, da8 eine Ubertragung der An- 
regungsenergie unmittelbar auf die Kohlensiure oder Derivate derselben 
stattfindet und dadurch der Reduktionsvorgang der Kohlensiure 
eingeleitet wird. Diese Vorstellung ist nicht mehr haltbar, die Kohlen- 
siure ist nicht der unmittelbare Akzeptor der vom Chlorophyll ab- 
sorbierten Lichtenergie. Wir suchten deshalb nach einem anderen Stoff, 
welcher fiir die Fluoreszenzausléschung in der lebenden Pflanze ver- 
antwortlich ist. Im Sauerstoff fanden wir die Molekiilart, welche dem 
Blattgriin unter Fluoreszenzausléschung die Anregungsenergie entzieht. 
Wie wir zu dieser Erkenntnis gelangten, wird in den folgenden Mit- 
teilungen auseinandergesetzt werden. 
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Wir méchten uns nicht dem Vorwurf aussetzen, daB wir die Lite- 
ratur zu wenig beriicksichtigen. Es mag oft scheinen, als ob da und dort 
direkte Zusammenhange unserer Ergebnisse mit schon bekannten 
Tatsachen bestehen. Wir hiiten uns aber absichtlich, voreilig Dinge zu 
vergleichen, von denen nicht immer schon eindeutig gesagt werden kann, 
ob sie in eine direkte Beziehung gesetzt werden dirfen. Bei simtlichen 
zuverlassigen friiheren Messungen der Assimilation handelte es sich um 
die Feststellung des Gaswechsels im stationiéren Zustand unter ver- 
schiedenen Bedingungen. Bei uns handelt es sich im Gegensatz dazu um 
die direkte Beobachtung von Teilvorgangen, die zeitlich einer nach dem 
anderen einsetzen, und gerade zu einer Zeit untersucht werden, in denen 
sie starke Anderungen durchmachen. Wir wollen zuerst die aus unseren 
Versuchen sich unabhangig ergebenden Schliisse ziehen und dann nach- 
folgend mit aller Vorsicht daran gehen, die auch jetzt schon sichtbaren 
vielfachen Beziehungen klar darzulegen, unsere Auffassung an den 
einwandfreien Versuchen anderer zu erproben und uns mit den be- 
stehenden Anschauungen iiber die Kohlensdureassimilation ausein- 


anderzusetzen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, der I. G. Farben- 
industrie Leverkusen, Oppau und Ludwigshafen und der Gesellschaft der 
Freunde der Universitat Heidelberg sind wir auBerordentlich dankbar fiir 
ihr groBes Entgegenkommen in der Unterstiitzung unserer Arbeiten. 
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Uber den Mechanismus der Vergirung des Dioxyacetons. 
Von 
H. Lehmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 2. Marz 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In Versuchen von Ken Iwasaki! aus diesem Institut war gefunden, 
daB die starke Vergirung des Dioxyacetons durch Saccharomyces 
Ludwigti, die von Haehn und Glaubitz? entdeckt ist, nicht auf eine 
unmittelbare Spaltung der Triose zuriickzufiihren ist, sondern daB zuvor 
eine Kondensation zu Hexose stattfindet. Das Verhalten der lebenden 
Hefe lieB sich am einfachsten deuten durch die Annahme eines Um- 
wandlungsfaktors, der sich bei mehrfacher Umziichtung gut geliifteter 
Hefe in Bierwiirze allmahlich anreichert, so daB die Gargeschwindigkeit 
des Dioxyacetons bei jeder Umziichtung etwas ansteigt, bis auf 70% 
derjenigen von Glucose und dann konstant bleibt. Der Mazerationssaft 
aus so hochgeziichteter Hefe vergart Dioxyaceton etwa 1/, so rasch wie 
Glucose. Hierbei bildet sich Hexosediphosphat*. Die Garungssteigerung 
wahrend der Veresterungsperiode durch Arseniatzusatz lie8 erkennen, 
daB auch hier die Garungsgr6Be begrenzt wird durch die Umwandlungs- 
geschwindigkeit von Dioxyaceton in Hexose. 

Nachdem nun aber kiirzlich von O. Meyerhof und K. Lohmann * die 
enzymatische Bildung von Dioxyacetonphosphorséiure aus Hexose- 
diphosphorsaure gefunden war, sowie das Vorliegen eines Gleichgewichts : 
Hexosediphosphorsaure = 2 Dioxyacetonphosphorsdure, konnte die 
Frage aufgeworfen werden, ob nicht vielleicht die Kondensation auf dem 
Wege Dioxyaceton + Dioxyacetonphosphorséure - Hexosediphosphor- 
saure verliefe. Dann miBte die Bildung des Triosephosphats derjenigen 
des Hexosediphosphats vorausgehen, waihrend bei der Vergirung des 
Zuckers zunichst Hexosemonophosphat, das sich in Hexosediphosphat 
umlagert5, entsteht. Ich habe diese Frage auf Anregung und unter 
Leitung von Herrn Prof. Meyerhof untersucht und bin dabei zu dem 
Resultat gekommen, da die in der Arbeit von Ken Iwasaki vertretene 
Auffassung in ihrer urspriinglichen Form zu Recht besteht; denn auch 
bei der Vergérung des Dioxyacetons tritt als erster Ester Robison-Ester 


! Diese Zeitschr. 203, 237, 1928. — 2 Ber. 60, 490, 1927. 3 Vgl. auch 
Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 208, 452, 1928. 4 Ebenda 271, 89, 1934. 


— ° Ebenda 278, 80, 1934. 
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auf und erst mit der Bildung des Harden- Young Esters kommt es zum 
Auftreten von Dioxyacetonphosphorsaure, wobei diese in den ersten 
5 Minuten der Angirung hinter der auf Grund des Gleichgewichts zu 
erwartenden Menge zuriickbleibt und sie erst dann allmahlich erreicht. 
Dieser Befund Jat keine andere Deutung zu, als daB der Trioseester erst 
nachtraglich entsteht, wobei die Geschwindigkeit seiner Bildung von der 
Konzentration des Hexosediphosphats und des umlagernden Ferments 
(..Zvymohexase) abhangt. 


Ausfiihrung der Versuche. 


Bei der Ziichtung der Ludwigii-Hefe und der Herstellung des Mazera- 
tionssaftes hielt ich mich genau an die von Iwasaki gegebenen Vorschriften. 
Bei der Ziichtung in den mir zur Verfiigung stehenden Bierwiirzen gelang es 
nur ausnahmsweise, so hohe Gargeschwindigkeiten mit Dioxyaceton zu 
erhalten wie in seiner Arbeit. Als giimstigeres Kulturmedium erwies sich 
Biomalz. Dies wurde so verdiinnt, daB sein spezifisches Gewicht etwa 
1,035 betrug. Die darin geziichtete Hefe erreicht bei der Dioxyaceton- 
vergaérung ein Q5? bei 28° von 70 bis 90, was etwa 40% des Q-Wertes fiir 
Zucker ist. Der daraus dargestellte Mazerationssaft zeigt eine maximale 
Gargeschwindigkeit des Dioxyacetons von etwa 15% derjenigen von 
Hexose. Die Aktivitat der lebenden und getéteten Hefe gegeniiber Dioxy- 
aceton ist nur !/, so groB wie in den Versuchen von /wasaki. Aus 1 Liter 
Biomalzlésung lieBen sich etwa 2 g Trockenhefe gewinnen. Der Mazerations- 
saft (3 Teile Wasser /1 Teil Hefe) wurde durch Mischen von 4 Teilen Ludwigii- 
Hefe und 1 Teil Miinchener Léwenbrau-Hefe hergestellt. Diese selbst 
vergirt Dioxyaceton nicht, aber steigert die Garkraft der Ludwigii-Hefe. 
Fiir die Versuche wurde der klar zentrifugierte Saft 1/1 mit Zusatzen 
verdiinnt. 

Der Dioxyacetonverbrauch wurde nach Campbell! titriert, in einigen 
Fallen mittels Siurehydrolyse und anschlieBender Bestimmung des Methyl- 
glyoxals* gemessen, die Bildung von Harden-Young-Ester und Robison- 
Ester durch die Aufnahme der Hydrolysenkurve nach Lohmann?, die 
Bildung von Dioxyacetonphosphorsiure durch Bestimmung des alkali- 
verseifbaren P*, die Kohlensiure manometrisch nach Warburg. 


Berechnung. 


In dem bei 28° gehaltenen Giransatz ergibt sich die in jedem Moment 
theoretisch zu erwartende Menge Dioxyacetonphosphorsiure aus der 
Gleichgewichtsformel 

2 
- “Diox. , ‘ 
Ko 0 =.1,01.10-® bis 2,13 ..10-5, 
“Hex. 
wenn man von der Einstellungsgeschwindigkeit des Gleichgewichts absieht. 
Da die Gleichgewichtskonstante bei hdherer Konzentration an Esterphosphat 
etwas sinkt*, so ist sie auf Grund von Bestimmungen im gleichen Medium 


1 J. of biol. Chem. 67, 59, 1926. — * O. Meyerhof u. K. Lohmann, 
diese Zeitschr. 271, 89, 1934. — * Ebenda 194, 306, 1928. — 8 O. Meyer- 
hof, ebenda 277, 77, 1935. 
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bis zur Héhe von 0,8 mg P,O,;-Esterphosphat pro cem zu 2,0. 107° an- 
genommen, fiir héhere Konzentrationen allmaéhlich sinkend auf 1. 107° 
bei 3mg P,O, und dariiber. Die im Extrakt anwesende Menge Mg ruft 
noch keine deutliche Verschiebung der Lage des Gleichgewichts hervor. 


Danach 148t sich fiir jede vorhandene Konzentration von Hexose 
diphosphat der zu erwartende Prozentgehalt an Triosephosphorséure 
berechnen. Wird zunadchst von dem gesamten veresterten P der Robison- 
Ester abgezogen und sei der leicht hydrolysierbare Ester in mg P,O, pro 
ecm m, die in derselben Weise ausgedriickte Gleichgewichtskonstante 

K", so gilt fiir den Anteil an Triosephosphat-P, 0, («) und Diesterphosphat- 
P, Os (y) 


= KE’ r+y m a+ K'a2—mkK 0, 


y 
.. fo 
a ~¢+t Far+= 
Fiir m = 03mg P,O; pro cem ist zB. K o5 . re Ee’ 0,083, 
x = 0,40 m oder 40%. (Der Prozentgehalt in der folgenden Tabelle bezieht 
sich stets auf den gesamten leicht hydrolysierbaren Ester = m.) 


Resultate. 

Fiir die aufgeworfene Frage ist nur die Angiarungsperiode von 
Interesse, spiterhin treten durch Umesterungen Komplikationen auf, 
insbesondere entstehen aus dem Harden-Young-Ester noch weitere 
P-verbindungen, iiber die von P. Ohlmeyer aus diesem Institut dem- 
naichst berichtet wird. Da diese ebensowenig wie der Robison-Ester 
im Gleichgewicht mit Dioxyacetonphosphorsdure stehen, bleibt sowohl 
bei Glucose- wie Dioxyacetonvergarung in den spateren Garabschnitten 
der wirklich gefundene Trioseester hinter dem erwarteten zuriick. 

In Tabelle I sind drei Versuche von Glucosevergirung wieder- 
gegeben, wobei in Versuch 3 der Mazerationssaft so verdiinnt ist, daB die 
Gargeschwindigkeit etwa auf die des Dioxyacetons herabgeht. In den 
nachsten Spalten ist das veresterte Phosphat (in mg P,O,) als Robison- 
Ester, Harden-Young-Ester und Trioseester getrennt. Der Harden- 
Young-Ester im Zeitpunkt 0 entspricht der zur Aufhebung der Induk- 
tionsperiode hinzugesetzten Menge. In den beiden letzten Spalten ist 
berechneter und gemessener Prozentgehalt an alkaliverseifbarem Phos- 
phat, bezogen auf die Summe Hexosediphosphat + Triosephosphat, ver- 
zeichnet. Ganz entsprechend sind in Tabelle II drei Versuche mit Dioxy- 
acetonvergarung aufgefiihrt. Die Bildung der Ester unterscheidet sich 
hier abgesehen von der geringeren Gargeschwindigkeit und entsprechend 
langsameren Anreicherung in nichts von derjenigen der Glucose. Man 
sieht vor allem, daB die Konzentration des Trioseesters erst in etwa 
5 Minuten auf die dem Gleichgewicht entsprechende Héhe ansteigt, 
was auf die langsame Einstellungsgeschwindigkeit des Gleichgewichts 
bezogen werden mub. 
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Tabelle I. 
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hmann: 





Phosphatveresterung bei Glucosevergérung von 
Ludwigii-Hefe. 





Nr. Datum 


Zeit 


Geamt- 


mg P.O; pro ecem 


Summe von 
Harden- 


°/, Triosephosphat 


Robison- : Triose- 
gebildet Ester seer tnt B inna berechnet | gefunden 
1934 Min. Trioseester 
1 12xn | 0 = 0,12 0 pe i 
15 1,55 0,47 1,15 0,20 24 23 
30 1,37 0,18 1,26 0,37 23 29.4 
45 0,84 0,67 0,32 0,02 38 6,0 
2 19XL 0 ak fe 0,10 0 ta pee 
12 1,59 0,57 112 0,14 184 12,5 
24 3,47 0,57 3,00 0,20 10,5 6,7 
36 3,35 0,50 2,95 0,21 10,6 yf! 
48 3,00 0,45 2,65 9,20 11,1 7,5 
69 2,67 0,32 2.45 0,19 11,8 7.8 
90 1,57 0,27 1,40 0,12 16.5 8.6 
3*)); 7. X11. (0) - — 0,05 0 — — 
10 0,12 0,12 0,05 0,02 70 40 
50 0,47 0,32 0,12 0,06 52 50 
60 1,42 0,76 0,71 0,14 27 20 
70 1,74 0,75 0,93 0,21 24 22 


* Verdiinnter Mazerationssaft mit der der Dioxyacetonvergirung entsprechenden Ge- 


schwindigkeit. 





| 























60 
& Abb. 1. Vergirung von Dioxy- 
= 46 aceton und gleichzeitige Ver- 
8 esterung im Mazerationssaft von 
x Saccharomyces Ludwigii. 
NG 
& Ordinate: Umsitze, ausgedriickt 
1S in mg Dioxyaceton, 
& i é 
~ 498 nach oben Kohlensiurebildung, 
8 nach unten Veresterung. 
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Zusatz des Dioxyacetons. 
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) PA v4 Il. Gesamte Phosphat- 
2s ee plage veresterung, 
§ \ III. davon Robison-Ester. 
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In Abb. 1 ist die Bildung von Kohlenséure und die Veresterung, 
beides ausgedriickt in mg Dioxyaceton, dargestellt und bei der Ver- 
esterung noch der Anteil an Robison-Ester getrennt wiedergegeben. 
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Tabelle Il. Phosphatveresterung bei Dioxyacetonvergarung mit 
Ludwigii-Hefe. 





mg P.O; pro eem 9 Triosephosphat 
2 0 I 


Summe von 





Nr. Datum Zeit Gesamt- Robison- Harden- ee 
gebildet Ester Rhy: A phosphat Derechnet gefunden 
1934 Min Trioseester 
1 }'28. XI. 0 - —_ 0,13 0,02 ; -- 
10 0,47 0,08 0,52 0.14 31,5 27,0 
20 0.86 0,14 0,84 0,20 26,2 23.8 
30 1,12 0.30 0,94 0,14 19,8 14,9 
45 1,51 0,35 1,31 0,14 18,0 10,7 
60 1,85 0,44 1,53 0,12 15,9 7,8 
90 2,54 0,48 2,18 0,19 12.6 8,7 
120 2,29 0,49 1,91 0,14 14,4 7,3 
180 1,58 0,49 1,20 0.16 17,8 13,3 
2 8. Xi. 0 ve - 0,06 0 — - 
2 0 0 0,06 0 65 0 
3 0,07 0,07 0,06 0 65 0 
5 0,11 0,08 011 0,03 55 27 
10 0,13 0,10 0,11 0,06 5d 54,5 
15 0,22 0,20 0,11 0,07 55 63,5 
20 0,37 0,27 0,22 0,08 44 36 
25 0,48 0,04 0,54 0,12 30 22 
30 0,56 0,08 0,54 0,13 30 24 
3 12. XI. 0 _ — 0,09 0 -— -- 
ES 0,22 0,15 0,16 0,04 50 25 
5 0,26 0,18 0.17 0.05 48 29 
10 0,48 0,30 0,27 0,10 41 37 
15 0,64 0,30 0,43 0,12 34 25 
20 0.75 0,30 0,56 0,15 30 27 
45 0.70 0,30 0,49 0,10 32 20,5 
96, | 


Abb. 2. Bildung des leicht 
hydrolysierbaren Esters in Ver- 0s | | 4 














such 3, Tabelle II. 
Ordinate: Veresterung in 
mg P.0O;. Q4 
Abszisse: Zeit in Minuten. 
I, Gesamter leicht o | 
: , ee 
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— I ee le 
phorsiure ; f 
if 
|b me 
Y_ 
a 10 20 30 40 


Minuten 








266 H. Lehmann: 


Fiir den gleichen Versuch (Tabelle LI, Versuch 3) ist in Abb. 2 die gesamte 
Bildung des leicht hydrolysierbaren Esters, sowie die nach der Gleich- 
gewichtsformel berechnete und tatsachlich gefundene Menge Dioxy- 
acetonphosphorsiure wiedergegeben (ausgedriickt in mg P,O;). Das 
letzte ist ebenso in Abb. 3 fiir den Versuch 2 der Tabelle 11 geschehen. 
In diesem Fall ist die Veresterung zu Beginn viel langsamer und steigt 
erst nach 15 Minuten an. Aber unabhangig von der Geschwindigkeit 
der Veresterung folgt in jedem Fall das gefundene Dioxyacetonphosphat 
dem berechneten nach und erréicht es erst nach etwa 10 Minuten. 














96, 
| 
| 
as} — 
| Abb. 3. Beschriftung wie 
| Abb. 2. Bildung des leicht 
34) i hydrolysierbaren Esters in 
Versuch 2, Tabelle II. 
Soa! Langsamer Anstieg der Ver- 
iy esterung. (In beiden Ver- 
a ; 
| suchen ist die schon im 
| 
g2- j | Zeitmoment Null vyorhan- 
| dene Estermenge gleich der 
zugesetzten.) 
a1| > iene ea : 
| h 
sl om mann 
t- 
ue J 
a g 


Minuten 


Es sei noch erwahnt, daB das Dioxyaceton im Mazerationssaft nur 
unvollstandig vergirt, und da® der Rest nach den iiblichen Proben noch 
als Dioxyaceton nachweisbar bleibt. Welcher Umstand das Aufhéren 
der Vergirung bewirkt, konnte bisher nicht festgestellt werden. 


SchluBfolgerung. 


Die in der Arbeit von Jwasaki gemachte Annahme, daB das Dioxy- 
aceton nicht direkt vergart, sondern erst nach seinem Ubergang in 
Hexose, hat sich bestatigt und die strukturchemische Uberlegung, 
wonach die Dioxyacetonphosphorsaure aus einer Veresterung des Dioxy- 
acetons stammen kénnte, hat sich nicht bewahrheitet. Dies mag neuer- 
lich als Warnung dienen, sich auf derartige strukturchemische Uber- 
legungen zur Erklarung enzymatischer Vorgange nicht zu sehr zu 
verlassen, da die Enzyme mit andern Mitteln arbeiten als der organische 
Chemiker. Daraus folgt auch, daB man die Triosen und die Triose- 
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phosphorsauren, trotz ihres chemisch verwandten Verhaltens, nicht 
als biologisch gleichwertig ansehen darf. Vielmehr bedeutet die Ver- 
esterung mit Phosphat fiir das Zellgeschehen eine grundlegende 
Differenzierung der Substanzen. Dasselbe gilt bekanntlich ebenso 
fiir die Hexosen. In unserem Fall wird es besonders deutlich da- 
durch illustriert, daB, auch wenn von der gleichen Zelle das Dioxy- 


aceton und die Dioxyacetonphosphorsiure vergirbar sind, kein 
. + . . e. 
direkter Ubergang zwischen beiden stattfindet. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB bei der Vergaérung des 
Dioxyacetons durch Saccharomyces Ludwigii das Dioxyaceton zunachst 
zu Hexosediphosphorsdure synthetisiert wird und erst hieraus sekundir 
Dioxyacetonphosphorsaure entsteht. 


Biochemische Zeitschrift Band 277. 








Uber ein ReaktionsgefaB zur Durchfiihrung mikrobiologischer 
Umsetzungen mit Gasstoffwechsel. 


Von 
Alexander Janke und Stephan Kropaesy. 
(Aus dem Institut fiir Biochemische Technologie an der Technischen Hoch- 
schule in Wien.) 
(Eingegangen am 5. Marz 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Mehrzahl der Untersucher von Reaktionen mit Gasstoffwechsel, 
vor allem der Atmungs- und Garungsvorginge, hatte sich hierzu der 
manometrischen Mikromethode nach Barcroft-Warburg! bedient. Dieses 
Verfahren gestattet wohl eine rasche und elegante Durchfiihrung, leidet 
aber an dem Nachteil, daB die Untersuchung der Zwischen- und End- 
produkte der Reaktion wegen der geringen Probemenge aut Schwierig- 
keiten st6Bt und daB bei Bildung von Zwischenprodukten, die auf die 
Gasbilanz von EinfluB sind, irrige Resultate erhalten werden. Win- 
disch? ging daher zu einer makrometrischen Apparatur iiber, die jedoch 
gegentiber der Warburgschen Methode wieder den Mangel aufweist, daB 
sie den zeitlichen Verbrauch der gasformigen Reaktionskomponente 
nicht zu verfolgen gestattet, was bei der nachfolgend beschriebenen 
Einrichtung méglich ist, die auch ein rascheres Arbeiten zulaBt. Freilich 
wurde diese bislang nur zum Studium von Umsetzungen verwendet, bei 
denen ein gasformiges Produkt iiberhaupt nicht oder nur in ganz geringer 
Menge entsteht, wie bei der Essigséuregirung mit ruhenden Kulturen; 
am Beispjel dieses Oxydationsprozesses wird denn auch nachstehend die 
Anwendung der neuen Apparatur erlautert. 


1. Das ReaktionsgefaB. 


Das zylindrische ReaktionsgefiB von etwa 100cem Fassungsraum 
besitzt einen bauchig erweiterten, seitlichen Ansatz, der die Stoppvorrichtung 
enthalt; in seinem unteren Teil verjiingt es sich zu einem kurzen Rohr Rk, 
das den Glashahn H, tragt. Unmittelbar oberhalb desselben endet ein das 
GefiB seiner ganzen Lange nach durchlaufendes dickwandiges Kapillar- 
rohr R,, welches an dem héchsten Punkt der GefaBwandung eingeschmolzen 
ist. Oberhalb dieser Durchfiihrungsstelle weist das Rohr eine siphonartige 
Abbiegung auf und endigt — gerade nach aufwiarts fiihrend — bei dem Drei- 
weghahn H,. Dieser tragt den 15 cm langen Rohrstutzen WM von 20 ccm 
Fassungsraum. Seitlich schlie8t an den Hahn H, ein rechtwinklig gebogenes 
Kapillarrohr R, an, dessen absteigender Schenkel an den Dreiweghahn H, 


' O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923; 152, 51, 1924; 164, 481, 
1925. — 2? F. Windisch, ebenda 246, 332, 1932; Wochenschr. f. Brauerei 49, 
145, 1932; vgl. auch K.Schreder, R. Brunner u. R. Hampe, ebenda 51, 
241, 1934. 
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angeschmolzen ist, der eine Verbindung mit den kurzen Rohrstiicken RP, 
und #2, vermittelt. Unmittelbar neben der Durchtiihrungsstelle des Rohres R, 
befindet sich ein kurzes nach aufwarts gerichtetes Kapillarrohr R,, an dessen 
Ende der Hahn H, sitzt, der eine Verbindung mit den Kapillarrohren R, 
oder R, erméglicht. 

An den bauchig erweiterten Teil des seitlichen Ansatzes schlieBt ein 
breiter konischer Schliff, in dem der groBe Stépsel St sitzt. Dieser ist mit 
einem kraftigen, gekriimmten 
Sporn Sp versehen, mittels 
dessen die Zertriimmerung 
der die Stoppfliissigkeit 
enthaltenden Glaskugel A 
erfolgt. Diese mu in dem Ge- ||” 8 
hause festgehalten werden, | | 
um ihr vorzeitiges Zersprin- 
gen wahrend der Schiittel- 
bewegung des Reaktions- 
gefaBes zu vermeiden. Zu 
diesem Zwecke  iiberzieht 
man das kurze verschmol- 
zene Rohrende der Kugel 
mit einem etwa 3cm langen 
Gummischlauch,dessen iiber- 
stehender Teil zwischen der 
Wandung des Stutzens und 
dem greiferartigen Fortsatz 
des Stépsels eingeklemmt 
wird. Der St5psel St ist im 
Schliff durch eine Feder fest- 
gehalten, die eine selbsttatige 
Lageverinderung desselben 
verhindert, die es aber gestat- 
tet, ihn zu Versuchsende um- 


zudrehen, um das Zerdriik- ; P 
s m a d uk Abb. 1. ReaktionsgefiB zur Durchfiihrung mikrobiolo- 
ken der Kugel K zu bewirken. gischer Umsetzungen mit Gasstoffwechsel. 

















2. Die Vorbereitung des Reaktionsgefibes. 


Zunachst wird in das vollkommen trockene ReaktionsgefaB die mit der 
Stoppfliissigkeit gefiillte Kugel A eingebracht und durch den Stépsel S¢ 
fixiert. Die Hahne werden in ihrer Lage durch Gummibander festgehalten, 
und zwar derart, daB der Hahn H, die Rohre F, und R,, der Hahn H, die 
Rohre FR, und RF, verbindet, wahrend der Hahn H, das GefiB nach unten 
abschlieBt. Der Hahn H, wird zunachst in eine solche Lage gebracht, da{i 
zwischen den Rohren R, und R, eine Verbindung hergestellt ist. Dann 
iiberzieht man das untere Ende des Rohres # mit einer Gummikappe und 
befestigt schlieBlich das GefaB an der Schiittelvorrichtung des Thermo- 
staten derart, daB es mit Ausnahme der Rohraufsaétze vollstandig in das 
Wasser eintaucht. Das Rohr R,; wird nun durch ein kurzes Stiick Vakuum- 
schlauch mit dem aufsteigenden Schenkel eines gebogenen Kapillarrohres 
verbunden, dessen gekriimmter Teil iiber den Langsbalken der Schiittel- 
vorrichtung gelegt und daselbst befestigt wird. Das Ende des absteigenden 
Schenkels des Rohres ist an einen an der Bordleiste des Thermostaten be- 
festigten Vakuumschlauch angeschlossen, dessen freie Lange derart be- 


18* 
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messen sein mu, daB eine ungehinderte Bewegung des am Schiittelwerk 
fixierten Rohres gewahrleistet wird. An den Schlauch schlieBt weiterhin 
ein stumpfwinklig gebogenes Kapillarrohr an, das durch einen Schlauch 
mit der Gasbirette verbunden wird. Diese besitzt einen Fassungsraum von 
110 cem und ist mit eimer 0,2 cem-Teilung versehen. Das Biirettenrohr 
und das kommunizierende Niveaurohr sind in einem Glaszylinder angeordnet, 
der staéndig von dem Wasser des Thermostaten durchflossen wird. Die 
Wasserzirkulation bewerkstelligt eine Pumpe, die mit dem Triebwerk der 
Schiittelvorrichtung gekoppelt ist. Als Sperrfliissigkeit in der Biirette 
dient eine mit Sauerstoff gesattigte Kochsalzlésung. Sobald das GefaB 
an dem Schiittelwerk befestigt und ehe noch das Verbindungsrohr an die 
Biirette angeschlossen ist, wird durch das Rohr Ff, kohlenséurefreier Sauer- 
stoff in das GefaiB eingeleitet. Die Reinigung des Gases erfolgt in zwei Wasch- 
flaschen mit Barytlauge und einem Natronkalkrohr. Nach etwa 15 Minuten 
langem Einleiten ist die Luft aus dem GefaB verdrangt und dieses sowie die 
Verbindungsleitung véllig mit reinem Sauerstoff gefiillt. Nun dreht man 
den Hahn H, um 180° und fixiert ihn mit einem Gummiband in dieser Lage. 


3. Das Fillen des Reaktionsgefibes und das Ablesen des Biirettenstandes. 


Durch den Stutzen WM wird die gemessene Menge der Mikrobensuspension 
in das ReaktionsgefaB eintreten gelassen, wobei darauf zu achten ist, daB 
die Fliissigkeit nur bis zur Seele des Hahnes H, abflieBt. Dann kanndie 
Biirette angeschlossen werden, die mit 78 bis 80 ccm reinem Sauerstoff 
gefiillt ist. Sobald nach etwa 10 bis 15 Minuten Temperaturausgleich ein- 
getreten ist, stellt man den augenblicklichen Biirettenstand fest. Aus dieser 
Ablesung und der Menge des nachher zugesetzten Substrates laBt sich der 
Biirettenstand zu Versuchsbeginn berechnen. Diesen unmittelbar abzulesen, 
erscheint ausgeschlossen, da bei Zugabe der Substratlésung die Reaktion, 
daher auch der Sauerstoffverbrauch, sofort einsetzt. Nach der Biiretten- 
ablesung bringt man durch den Rohrstutzen M des ReaktionsgefaBes in 
dieses 20 cem der Substratlésung ein, die man wieder nur bis zur Seele des 
Hahnes H, abflieBen lassen darf. Dann setzt man das Schiittelwerk des 
Thermostaten in Bewegung und erzeugt in der Biirette einen geringfiigigen 
Uberdruck. 

Die als Absperrfliissigkeit verwendete gesattigte Kochsalzlésung weist 
eine geririgere Wasserdampftension auf als das Reaktionsgemisch, so daB 
eine Kondensation von Wasserdampf in der Biirette und hierdurch eine 
Volumenverminderung eintritt, deren AusmaB in mehreren Blindversuchen 
fiir 20cem Substratzusatz zu 0,4 ccm ermittelt wurde. Der Sauerstoff- 
vorrat zu Versuchsbeginn ergibt sich demnach aus folgender Formel: 


O, (ecm) = Bst —a — 0,4. @/g9 (bei 29°C), 


worin #st den Biirettenstand vor Substratzusatz und a die zugesetzte Sub- 
stratmenge bedeuten. 


4, Verlauf und Abstoppen der Reaktion. 


Die Ermittlung des verbrauchten Sauerstoffs erfolgt erstmalig 1 bis 
2 Minuten nach Versuchsbeginn und weiterhin dann in Zeitabstanden von 
5, 10 oder 15 Minuten, je nach der Geschwindigkeit des Reaktionsablaufes. 
Sobald der Sauerstoffvorrat in der Biirette auf 4 bis 5 cem zuriickgegangen 
ist, wird der Versuch abgebrochen, indem man unmittelbar nach der letzten 
Ablesung des Biirettenstandes das Schiittelwerk méglichst rasch abstellt 
und die Giftkugel K zerdriickt, worauf neuerdings abgelesen und das 
Schiittelwerk wieder in Bewegung gesetzt wird. Die festgestellte gering- 
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fiigige Volumenverringerung ist durch ein schwaches Vakuum bedingt, 
das im Gasraum der Giftkugel herrscht, und daher bei der Errechnung der 
Bilanz nicht zu beriicksichtigen. 

Nachdem das Schiittelwerk noch etwa 10 Minuten gearbeitet hat, wird 
das Ausma8 der neuerlich eingetretenen Volumenkontraktion ermittelt, die 
dadurch veranlaBt wird, daB die Abstoppung der Reaktion keine momentane 
ist. Der hierbei auftretende Sauerstoffverbrauch, der selten mehr als 1 cem 
betragt, ist in die Bilanz einzubeziehen. 


5. Die Entleerung des Reaktionsgefifes. 


Das Reaktionsgefa8 wird dem Thermostaten entnommen, ohne die 
Verbindung mit der Biirette zu unterbrechen, und das Kapillarrohr R, 
mittels eines Schlauches an das SauerstoffvorratsgefaB angeschlossen. 
Dann 6ffnet man vorsichtig den Hahn H, und lat dem Inhalt des Kapillar- 
rohres FR, in das Reaktionsgefi8 abflieBen. Nachdem man von diesem 
die Gummikappe entfernt hat, wird das Rohrende F? in die Bohrung eines 
Gummistépsels eingefiihrt, der dicht im Halse eines etwa 70 cem fassenden 
Pulverglases sitzt; die zweite Bohrung dieses Stépsels tragt ein kurzschenk- 
liges Winkelrohr, iiber dessen Ende ein Schlauchstiick Sch gezogen ist. 
Nun wird das NiveaugefaiB der Biirette hochgestellt, der Hahn H, vorsichtig 
geéffnet und von dem Reaktionsgemisch so viel ausflieBen gelassen, bis die 
Sperrfliissigkeit der Biirette die Seele des Biirettenhahns erreicht hat. 
Hierauf schlie8t man diesen und stellt den Hahn H, um, und zwar derart, 
dai er eine Verbindung zwischen den Kapillarrohren 2, und R, herstellt. 
Es wird nun langsam kohlensiurefreier Sauerstoff in das ReaktionsgefaiB 
einstr6men gelassen und dadurch die Fliissigkeit zum AusflieBen durch R 
genétigt; sobald von dieser nur mehr 3 bis 4 cem im GefaB enthalten sind, 
verdreht man den Hahn H, um 180°. Durch vorsichtiges Saugen an dem 
Schlauch Sch wird das Reaktionsgemisch bis zur Seele des Hahnes H, 
abflieBen gelassen. Auf diese Weise entsteht im GefaB ein geringer Unter- 
druck, der erforderlich ist, um einen Ubertritt von Anteilen des Gasgemisches 
in die Biirette nach dem neuerlichen Einsetzen des ReaktionsgefaBes in den 
Thermostaten zu vermeiden. Sobald das Reaktionsgemisch aus dem GefaB 
abgesaugt ist, schlieBt man den Hahn H,, entfernt das Pulverglas von dem 
Rohr F und zieht iiber letzteres wieder die Gummikappe. 


6. Die Untersuchung des Gasgemisches. 


Nach Beendigung der Sauerstoffzufuhr in das ReaktionsgefaB befindet 
sich der Hahn H, in einer solchen Lage, da8 er die Kapillarrohre R; und RP, 
verbindet, wodurch es erméglicht wird, eine ausreichende Menge Reservegas 
in die Biirette zu driicken. Das Ausma® der Biirettenfiillung mu etwas 
gréBer sein als die Menge der im Gasgemisch vorhandenen Kohlensiure. 
Nach Beendigung der Fiillung der Biirette dreht man den Hahn H, in seine 
urspriingliche Lage zuriick, wodurch das Innere des ReaktionsgefaiBes wieder 
mit der Biirette in Verbindung steht. SchlieBlich wird der Schlauch vom 
Kapillarrohr PR, entfernt und das Gefaé® neuerdings am ruhenden Schiittel- 
werk des Thermostaten befestigt. 

Die fiir die Absorption der Kohlensdure erforderliche Kaliumhydroxyd- 
lésung 1:2 wird in einer Menge von 15 ccm zunachst in das kleine Mef- 
rohr M gefiillt. Hierauf setzt man auf dieses einen streng passenden Gummi- 
stépsel auf, durch dessen Bohrung das eine Ende des Kapillarrohrbiigels B 
so tief eingefiihrt wird, da dessen zweites mit einem Vakuumschlauch 
iiberzogenes Ende mit dem Kapillarrohr ?, verbunden werden kann. Sobald 
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dies geschehen ist, wird der Hahn H, um 180° gedreht, wodurch das Innere 
des ReaktionsgefaBes an den Rohrbiigel und an die Verbindungsleitung zur 
Biirette angeschlossen ist. Ungefahr 15 bis 20 Minuten nach Einsetzen des 
ReaktionsgefaiBes in den Thermostaten und Inbetriebsetzung des Riihr- und 
Pumpwerkes haben sich ReaktionsgefaiB und Biirette wieder auf die Versuchs- 
temperatur erwirmt. Nun wird der Biirettenhahn geédffnet, die Biirette 
eingestellt und ihr Stand abgelesen. Hierauf verdreht man den Hahn H, 
derart, daB er eine Verbindung zwischen Me®rohr und Kapillarrohr R, 
herstellt und laBt die Lauge bis auf 2cem (Marke am Mefrohr) in das 
GefaBinnere abflieBen. Die Herstellung der Verbindung zwischen Meb- 
rohr M und Kapillarrohr FR, verfolgt den Zweck, da8 beim EinflieBen der 
Kalilauge in das Reaktionsgefa8 von dessen Gasinhalt nichts in die Biirette 
iibertreten und sich dadurch der Beriihrung mit der Kalilauge entziehen 
kann. Das durch die Lauge verdrangte Gas gelangt vielmehr in das Mef- 
rohr M und trifft daselbst mit dem Rest des Absorptionsmittels zusammen. 
Andererseits gestattet diese Anordnung ein Einbringen der Kaliumhydroxyd- 
lésung ohne Veraénderung des Gesamtvolumens des Gasraumes; somit kann 
eine Volumenverringerung unmittelbar an der Biirette festgestellt werden. 

Sobald die Lauge ins Innere des ReaktionsgefaBes gelangt ist, wird in 
der Biirette ein Uberdruck erzeugt und das Schiittelwerk angestellt. Die 
Absorption der Kohlensaiure setzt sofort ein und ist nach etwa 15 Minuten 
beendet. Der so erhaltene Wert fiir die absorbierte Kohlensaiure bedarf 
noch einer Korrektur, deren GréBe durch einen Blindversuch ermittelt wird, 
und zwar unter Verwendung eines Gemisches, dessen Zusammensetzung 
mit jener der Reaktionsfliissigkeit am Ende des Versuchs annahernd iiber- 
einstimmen mu; auch soll der Barometerstand zur Zeit des Blindversuchs 
gleich dem beim Hauptversuch herrschenden sein. 


7. Die Untersuchung des Reaktionsgemisches. 


Diese reiht sich zweckmaBig sofort an die Beendigung des Versuchs an. 
Je 5 bis 10 cem des Gemisches dienten in unserem speziellen Falle zur Be- 
stimmung des Alkoholrestes bzw. zur Ermittlung der Aldehydmenge; 
10 cem wurden direkt titriert und eine gleiche Menge zur Bestimmung der 
fliichtigen Saure verwendet. In jenen Fallen, wo sich eine Prufung des 
Gasgemisches eriibrigt, kann das Reaktionsgemisch unmittelbar dem GefaB 
entnommen und untersucht werden ; es ist dann aber zweckmaBig, das GefaB 
im Eisschrank abzukiihlen, um dadurch die im Gasraum befindlichen Anteile 
der Reaktionskomponenten zur Kondensation zu bringen. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Apparatur zum Studium mikrobiologischer Stoff- 
wechselvorginge, die mit Gasumsetzungen verkniipft sind, beschrieben. 
Diese Einrichtung gestattet die Abstoppung der Reaktion in jedem 
gewiinschten Zeitpunkte, die makrochemische Untersuchung der 
fliissigen und der gasférmigen Phase und — sofern keine gasformigen 
Produkte entstehen — die Ermittlung des zeitlichen Verbrauchs der 
gasférmigen Reaktionskomponente. Die Handhabung der Apparatur, 
die sich fiir das Arbeiten mit ,,ruhenden Kulturen*‘ von Mikroorganismen 
und fiir das Studium enzymatischer Umsetzungen in gleicher Weise 
eignet, wird am Sonderfall der Alkoholoxydation durch Essigsaure- 
bakterien erlautert. 





























Zur Kenntnis der Salzhyperglykimie. 
Von 
Heinrich Jentgens. 
(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Koln.) 
(Eingegangen am 7. Mdrz 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Uber die Auslésung einer Glykosurie und die Beeinflussung des 
Blutzuckergehalts durch parenterale Zufuhr von Salzlosungen, die 
sogenannte Salzglykosurie oder Salzhyperglykamie, liegt eine groBe 
Literatur vor. Das Ergebnis der verschiedenen Untersuchungen ist aber 
ein so widerspruchvolles, daB es ein klares Urteil iiber die Frage der 
Salzhyperglykamie nicht gestattet. Ein Teil dieser Arbeiten stammt aus 
einer Zeit mangelhafter Methodik. Bei einem Teil der alteren Versuche 
sind auch so eingreifende Versuchsbedingungen angewandt worden, daB 
es nahe liegt, die beobachteten Glykosurien und Hyperglykamien auf 
die Methodik und nicht auf die Salzzufuhr zuriickzufiihren. Dahin 
gehéren alle die Versuche, bei denen die Tiere narkotisiert wurden 
(Brown! u.a ). Oder Versuche, bei denen die Autoren intravenés einem 
Kaninchen, dessen gesamte Blutmenge mit etwa 250 ccm geschitzt 
werden kann, Fliissigkeitsmengen zwischen 100 ccm bis 10 Liter (!) 
infundierten (Bock und Hoffmann?, Kiilz*, Fischer4*, Underhill und 
Closson ®, Burnett ®°, Hirsch *, Naito®). Auch die Versuche, bei denen stark 
differente Salze wie NaF (Virtanen und Karstrém®, Goldemberg™, 
Suekawa") injiziert wurden, lassen kein Urteil dariiber zu, welchen 
Einflu8 eine voriibergehende Erhéhung des Salzgehalts auf den Blut- 
zucker ausiibt. Vermutlich sind auch gerade die sehr widersprechenden 
Versuchsbedingungen, unter denen bisher gearbeitet wurde, ein Grund 


1 O. H. Brown, Amer. J. of Physiol. 10, 378, 1904. — * C. Bock u. 
Ff. A. Hoffmann, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1871, 8.550. — * EB. Kilz, 
Eckards Beitr. z. Anat. u. Physiol. 6, 117, 1872. — * M. H. Fischer, Pfliigers 
Arch. f. d. ges. Physiol. 106, 80, 1905; 109, 1, 1905. 5 F. Underhill u. 
O. E. Closson, Amer. J. of Physiol. 15, 321, 1905/06. — ® Th. C. Burnett, 
J. of biol. Chem. 4, 57, 1908; 5, 351, 1908/09. — 7 E. Hirsch, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 94, 227, 1915. — 8 Koichi Naito, Tohoku J. of exp. Med. 1, 
131, 1920. — ® A. I. Virtanen u. H. Karstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
161/162, 218, 1926. — 1° L. Goldemberg, J. de physiol. et de path. générale 
26, 426, 1928. — ™ Suekawa, Mitteilungen a. d. med. Akad. z. Kioto 3, 
Heft 4, 12, 1929; 3, Heft 5, 142, 1929. 
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fiir die widersprechenden Versuchsresultate der Literatur (Wilenko!}, 


Bang*, Frank*, Heianzan*, Masamune*®, Yano®). 

Das war der Grund, weshalb ich auf Anregung und unter Leitung 
von Prof. B. Kisch an Kaninchen eine Reihe von Untersuchungen 
dariiber ausfiihrte, welchen EinfluB die Injektion kleiner Mengen ver- 
schiedener Na-Salze auf den Blutzuckergehalt dieser Tiere ausiibt. 


Methodik. 


Als Versuchstiere wurden Kaninchen benutzt. Von den Salzen NaCl, 
NaBr, NaJ wurden jeweils 5cem einer molaren oder zweifach molaren 
Lésung in die Venen des rechten Ohres in ungefahr der gleichen Zeit injiziert. 
Bei der Injektion waren die Tiere in einem Holzkasten eingesperrt, aus dem 
nur der Kopf herausragte. Nach der Injektion wurden die Kaninchen 
sofort herausgenommen und konnten frei in einem kleinen Raum umbher- 
laufen. Das Blut wurde aus den Venen des linken Ohres in der Weise ent- 
nommen, daB eine Vene zu Beginn des Versuchs angeschnitten, und die 
nétige Blutmenge immer an dieser Stelle entnommen wurde. Nach der Blut- 
entnahme wurde die Vene abgeklemmt, so daB die Tiere nur wenig Blut 
verlieren konnten. Die Tiere wehrten sich nach ein oder zwei Versuchen in 
keiner energischen Weise mehr gegen die notwendigen MaBnahmen. Dai 
diese Blutentnahmen keinen wesentlichen EinfluB auf den Blutzucker- 
gehalt hatten, und daB der Blutzuckerspiegel auch in normalen Fallen um 
einen Mittelwert pendelt, ist durch friihere Versuche aus dem hiesigen 
Institut und durch eigene Versuche bestatigt. Die Methode der Blutzucker- 
bestimmung war die von Hagedorn und Jensen. Jede Bestimmung wurde 
doppelt gemacht und der Mittelwert von den zwei gut iibereinstimmenden 
Einzelergebnissen verwertet. Vor Versuchsbeginn waren die Tiere stets 
langere Zeit (16 bis 20 Stunden) niichtern. Auch wahrend des Versuchs 
blieben sie ohne Nahrung. Vor der Injektion wurde der Niichternwert des 
Blutzuckergehalts festgestellt. 


Versuchsergebnisse. 

In,der Tabelle I sind einige charakteristische Versuchsergebnisse 
wiedergegeben. Leider sind wir aus Raummangel nicht in der Lage, 
simtliche Versuchsergebnisse zu ver6ffentlichen. Wir haben selbst- 
verstandlich zu jedem Versuch eine gréBere Anzahl Kontrollversuche 
gemacht, die alle ein im Prinzip tibereinstimmendes Resultat ergaben. 
Aus der Tabelle I ergibt sich nun im einzelnen folgendes. Die beiden 
ersten in der Tabelle wiedergegebenen Versuche (1 und 2) zeigen, da 
tatsichlich, wie bereits oben mitgeteilt wurde, die zur Blutentnahme 
notwendigen Eingriffe an den Versuchstieren keine iiber die normale 


1G. G. Wilenko, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 66, 143, 1911. — 
2 Ivar Bang, Der Blutzucker, S. 103, 1913. — * E. Frank, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 72, 387, 1913. — 4 N. Heianzan, diese Zeitschr. 165, 60, 
1925. — ® H. Masamune, Fukuoka-Ikwadaigaku-Zasshi 20, Nr. 11, 80, 
1927. — *® H. Yano, Mitteilungen a. d. med. Akad. z. Kioto 4, Heft 
3, 1930. 

















Schwankungsbreite heraus- 
gehende Anderung des Blut- 
zuckerspiegels — bewirkten. 
Auch bei Versuchen, die sich 
iiber langere Zeit (5 Stunden) 
erstreckten, bei denen inner- 
halb dieser Zeit 6fters Blut 
entnahmen vorgenommen 
wurden, anderte sich der 
Blutzuckerspiegel in keinem 
Fall mehr als +21 und 
7mg-% des Ausgangs- 
wertes. Tiere, die zum ersten 
Male zu Versuchen benutzt 
wurden, zeigten allerdings 
einenerhéhten Ausgangswert 
und gréBere Schwankungen. 
Die Tiere haben sich jedoch 
beim zweiten Versuch in der 
Regel an die MaBnahmen 
gewohnt. Nach L5stiindigem 
Hungern liegt der _ Blut- 
zuckergehalt in Uberein- 
stimmung mit alteren An- 
gaben auch beiunseren Tieren 
zwischen 95 und 125 mg-°%, 
im Mittel um 110 mg-°%%. 
In der Tabelle I sind 
ferner einige Versuchsergeb- 
nisse wiedergegeben, die den 
EinfluB einer Na Cl-Injektion 
auf den Blutzuckerspiegel 
des normalen Kaninchens 
zeigen sollen. Zu diesem 
Zweck wurde den Tieren nach 
Bestimmung des niichternen 
Blutzuckers 5 ccm einer zwei- 
fach mol. NaCl-Lésung in 
eine der Ohrvenen injiziert, 
und nach der Injektion in 
zeitlich gleichen Intervallen 
der Blutzuckerspiegel der 
Tiere bestimmt. 


Aus den 





Blutzucker in mg-°/, 


Tabelle TI. 
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Zahlen ergibt sich, daB nach der Injektion der oben erwahnten 
NaCl-Menge eine deutliche Hyperglykimie bei den _ betreffenden 
Tieren nicht auftritt. Die Blutzuckerwerte zeigen eine ahnliche 
Schwankungsbreite wie die Werte nicht injizierter Tiere. 

Anders verhalt sich der Blutzuckerspiegel solcher Tiere, denen Na Br 
bzw. NaJ injiziert wurde (Tabelle I, 7 bis 12). Hier konnten wir eine deut- 
liche Hyperglykamie nach der Injektion von 5cem einer molaren Lésung 
der genannten Salve beobachten. Die Steigerung des Blutzuckerwertes 
wurde noch gréBer, wenn wir 5ccm einer 2 mol. Lésung von NaBr 
injizierten. In letzterem Falle konnten wir bei drei Versuchen eine 
Steigerung beobachten von 120 auf 167, von 112 auf 204, von 116 auf 
148 mg-%. Der Blutzuckerspiegel stieg nach der Injektion von Na Br 
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starker an als nach Anwendung von NaJ. Dieser Anstieg erfolgte nicht 
plétzlich, sondern erstreckte sich iiber einige Zeit, so daB der héchste 
Wert durchschnittlich in 2 bis 21/, Stunden erreicht wurde. Naheres 
ergibt sich aus der Betrachtung der beigefiigten Abbildung. 

Im einzelnen ist zu diesen Versuchen noch folgendes zu sagen. Von den 
drei zu unseren Versuchen verwandten Tieren zeigte eines (‘Tier Nr. 1324) 
insofern ein von den beiden anderen verschiedenes Verhalten, als bei ihm 
sowohl nach der Injektion von Na Br als auch von NaJ zwar der Blut- 
zuckerspiegel in Ubereinstimmung mit den beiden anderen Tieren einen 
Anstieg, aber keinen so hochgradigen wie bei diesen zeigte. Mehrere 
Kontrollversuche ergaben ein gleiches Resultat. Der Niichternwert 
dieses Tieres stimmte mit dem der beiden anderen Tiere iiberein. Wieweit 
dieser Unterschied auf einer besonderen Disposition der einzelnen Tiere 
beruht, 14Bt sich natiirlich auf Grund der geringen Zahl der von uns 
verwendeten Versuchstiere nicht entscheiden. Es sei betont, daB die 
Tiere von gleicher Rasse und gleichem Gewicht, aber nicht vom gleichen 
Wurf waren und unter denselben Bedingungen im Institut gehalten 
wurden, das gleiche Futter bekamen und duBerlich einen gesunden 
EKindruck machten. 

Gleichzeitig mit dem Verhalten des Blutzuckers beobachteten wir 
noch bei einer Reihe von Versuchen das Verhalten der Kérpertemperatur 














Zur Kenntnis der Salzhyperglykimie. 270% 


der betreffenden Tiere nach der Salzinjektion. Hierbei zeigte sich sowohl 
nach der Injektion von Na Br oder NaJ als auch bei Injektion von NaC! 
ein deutlicher Temperaturanstieg innerhalb der ersten Stunde nach der 
Injektion. Der Temperaturanstieg betrug in allen Fallen etwa ein Grad. 
Naheres ergibt sich aus Tabelle I]. Nach 3 Stunden war die Temperatur 


190 -— 










| o——oahne Salzinjektio | 
180 | —e——e5ccm 1m Nabr 

} | 

a 5 o ded ” | 
770+ i L | 
160 + 


Blufzucker 
ES 


130 + 








120} — 
Py 
110| 
1 | 
100 : ae , 
0 Y2 7 % ££ Me F SS # 4le § 
Stunden 
Abb. 2. 
160 
o—o ohne Salzinjektion | 
150 


tment F 7 Qe ” 


—+— —~——— + 


~ 
= 
Ss 


| 
| 
o—e Stem imNaJ -+ 
| 


Slutzucker 
S 


_ 
iS 
» 








110 
9 . 
100 —— ” 
0 We 1 te 2 Be 4 3 4% YR 5 
Stunden 
Abb. 3. 


noch immer leicht erhéht. Da nun NaCl, Na Br und NaJ etwa in gleicher 
Weise die K6rpertemperatur, den Blutzucker aber sehr verschieden 
beeinflussen, so kann man schlieBen, daB ein Zusammenhang zwischen 
der Anderung des Blutzuckerspiegels und der Kérpertemperatur als 
Folge der Salzinjektion nicht besteht!. 


1 Beziiglich Temperatur und Blutzucker siehe P. Weyl, diese Zeitschr. 
206, 485, 1929. 
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Tabelle II. 





Koérpertemperatur in °C 


= Injektion be nach Stunden 
Tieres ocem sonia ach > ae ke pee, aa 
1 2 3 4 5 

11 mol. NaCl 38 - - ~= 39,15 aa 
1324 2 mol. NaCl 37,6 oa 39,05 38.4 - - 
1434; 2 . a 37,05 38,1 37,7 
1334 aye - 38.5 39,2 - 38,8 ~ —- 
1484; 2 , NaBr 37,5 _ _ 38,4 38,05 37,4 
1334 mol. NaJ 37,9 88,5 38,7 - 37,6 ~ 


Zusammenfassung. 


1. Die Injektion von 5 cem einer molaren und 2 mol. NaCl-Lésung 
in die Ohrvenen hat keinen deutlichen EinfluB auf den Blutzucker- 
spiegel des normalen Kaninchens. 

2. Die Injektion der gleichen Menge einer 4quimolaren Loésung von 
Na Br bzw. NaJ ruft eine deutliche Hyperglykamie hervor. Die Wirkung 
ist stirker nach Injektion von NaBr als von NaJ. 

3. Beobachtungen der Kérpertemperatur bei den Tieren ergaben, 
daB sowohl nach der Injektion von NaCl als auch nach der von Na Br und 
NaJ ein Anstieg der Temperatur von durchschnittlich ein Grad im Laufe 
einer Stunde auftrat. Es besteht also keine Parallelitat zwischen der 
Wirkung der untersuchten Salze auf den Blutzucker und der Kérper- 
temperatur der betreffenden Versuchstiere. 


a 





eter ae 











Uber den Einflu6B des Vitamins € auf den Stoffwechsel. 
Von Fr. Strieck. 
(Aus der Medizinischen Klinik Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 18. Mdrz 1935.) 


Vor der Reindarstellung des Vitamins C hat man Stoffwechsel- 
untersuchungen an skorbutkranken Menschen und Tieren angestellt. 
Die Ergebnisse sind nicht einheitlich. Abderhalden (1), Jarrussowa (2), 
Soderstrém und Térnblom (3) fanden ein Absinken des Sauerstoffverbrauchs 
beim skorbutkranken Meerschweinchen, Mosony und Rigo (4) eine 
Steigerung desselben. AKnipping und Kowitz (5), sowie Grébels (6), Caspari 
und Moitzkowski (7) sahen nach vitamin-C-reicher Kost bei Menschen und 
Tieren eine Herabsetzung des vorher meist erhéhten Stoffwechsels. 
Wegen der bisherigen Unméglichkeit, mit einem reinen Vitamin den 
EinfluB auf den Stoffwechsel zu priifen, schienen die Untersuchungen 
mit dem chemisch genau definierten Vitamin C auf den Gaswechsel 
notwendig. Uber die ersten Ergebnisse unserer Untersuchungen hat 
Grafe(8) a. a. O. kurz berichtet. 

Unsere Untersuchungen mit Ascorbinséiure begannen wir vor einem 
Jahre. Wir haben die Wirkung des Vitamins sowohl subcutan wie 
intravends und per os auf den Grundumsatz beim Hund und beim 
Menschen geprift. Die Grundumsatzuntersuchungen wurden in lang- 
fristigen Kammerversuchen im Grafeschen Universalrespirationsversuch 
angestellt. Die Ergebnisse der Hundeversuche sind kurz folgende: 


Tabelle I. Wirkung des Vitamins C auf den Stoffwechsel von 
Hunden. 








is 3 
Datum 2 RQ. eS : Ascorbinséuremenge Bemerkungen 
& eal 2 
19. Ill. Lu. 542 767 0,75; +42 2 0,2 ¢ per os 
20. LUI. Pr. 769 821 0,76 + 6 2 0,1 g Kristallinische 
Ascorbinsa&ure 
Merck 
21.1. | R. | 760 | 918 | 0.88 | + 21 | 8 U108  : Dasselbe 
Zi. TY. Pr. 770 887 0,79 a 15 1'/, | 0.05 1. Periode 
27. IV.) Pr. | 770 | 801 | 0,77) + 4/ 1% |} oun int avenge! 
98. 3-\\ Re). 3484 O08 O78) + Ot | 2) ee es 
12. V. Pi. 770 698 '080'— 9 1 | 0,05 x 1. 
12. V. Pi. | 770 761 | 0,82 — 1° 1%/, | Cebion subcutan 20 Ce 
17. V.| Lu. | 582 | 612 | 0,77; + 5) 13/, |) 0,2 ¢ Bens 
17. V. Lu. 582 | 755) 0,75, +30 1'/, | Cebion subcutan aa 
27. X.| R. | 718 | 879 | 0,79 | + 22) 14, | ) 0,100 2 1. 
27. X.| KR. | 718 | 724; 0,80) + 1); 2 | Cebion intravends 2. « 
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Wir erkennen, daB das Vitamin C beim Hund im ,,akuten* Stoff- 
wechselversuch eine Steigerung der Gesamtwarmeabgabe zur Folge hat. 
Diese betragt maximal 42%, bei einer Menge von 0,2 g, die per os ge- 
geben wurde. Die Stoffwechselwirkung ist nachweisbar bei oraler, 
subcutaner und intravenéser Darreichung. Sie ist, wie aus Tabelle II 
hervorgeht, kurzdauernd, auch wenn man gréBere Dosen gibt. 


Tabelle II. 





zoieh. Grund- Grund- . Unter- eee 
Nundes | vor der nach der ‘ 0 dauer aidan kungen 
1934 ~~ Injektion Injektion e in Std. none 
16. V. Pr. 770 _ 0,80 — 2 — 
16... 770 996 0,82 +18 1 
16. V. 770 916 0,81 ~ 19 1 | 028 
; oe sre : sub- 
16. V. . 770 778 0,81 + 1 1 cutan 
16. V. 770 762 0,79 — 1 1 


Die Steigerung ist 2 Stunden nach der Einverleibung des Mittels 
abgeklungen. Alle Hunde waren wahrend der Grundumsatzunter- 
suchungen ruhig. Nur bei gréBeren Dosen von 0,4 und 0,6 g Ascorbin- 
sdiure, besonders bei subcutaner oder intravenéser Applikation trat eine 
gewisse Unruhe mit Muskelzittern ein, so daB wir hier keine reinen 
Grundumsatzverhaltnisse mehr finden. Aus diesem Grunde habe ich 
diese Ergebnisse nicht angefiihrt. Es gelingt nicht, durch langdauernde 
Darreichung des Vitamins eine Steigerung oder ein Ausbleiben des 
Sauerstoffverbrauchs hervorzurufen. Immer ist nach unseren Unter- 
suchungen die Reaktion des Organismus auf die Ascorbinsaure gleich, 
d.h. es tritt eine fliichtige, aber deutliche Steigerung des Grundstoff- 
wechsels ein. Die Dosierungsfrage scheint nicht einheitlich geklart 
werden zu kénnen. Bei einigen Hunden ruft z. B. 0,05 g eine Steigerung, 
bei anderen die gleiche Menge keinerlei Veranderungen der Gesamt- 
wirmeabgabe hervor. Das Gewicht der Hunde war in allen Fallen fast 
gleich. Anderungen der Kérperwarme und der spezifisch-dynamischen 
Wirkung, wie sie z. B. Knipping und Kowitz beim skorbutkranken 
Menschen sahen, haben wir nicht beobachtet. 


Untersuchungen beim Menschen. 


Die Untersuchung des Grundumsatzes beim Menschen ergibt kein 
einheitliches Bild. In Tabelle III sind einige Ergebnisse beim Gesunden 
zusammengestellt. 
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Tabelle IIL. 





Grund- 


. Grund- mar Ande- "eee catus ff 
Datum Name umsatz oa rung = RQ. — ‘ Bemerkungen 
1934 vorher Vitamin c i °%o 
8. IV. ii W. G. 1470 1920 37 | 0,79 | 0,8 ¢ intravenés | Untersuchungs- 
dauer 2 bis 3Std. 
bei allen Ver- 
suchspersonen 
9. IV. 8S. ¥: 1640 1820 +12 O81 0,42 per os 
12. Vii A. 8. 1560 1570 + 0/082 0,4¢ intravends 
14. VI. || V.R. 1620 1982 +22 0,78 08g per os 
1). ¥i. ae 1528 1554 + 1 O80 1g intravenés 


Wir sehen, da8B eine sichere Steigerung in einigen Fallen vorhanden 
ist, bei anderen Versuchspersonen sind keinerlei Veranderungen des 
Gesamtstoffwechsels nachweisbar. Die Dosierung oder die Appli- 
kationsweise ist wahrscheinlich nicht die Ursache dieses wechselnden 
Stoffwechselverhaltens. Im Falle W. G. ist eine Steigerung von 37°, 
vorhanden, nach einer Injektion von 0,8 g Ascorbinsaéure intravendés, 
bei A. R. ist keinerlei Veranderung des Grundumsatzes nach 1,0 g zu 
finden. Dieses uneinheitliche Verhalten ist ungeklirt. 

Bei Kranken mit einer Steigerung des Gesamtstoffwechsels waren 
nun die Ergebnisse insofern anders, als eine nennenswerte Steigerung 
desselben nach Vitamin C ausblieb. In Tabelle IV sind einige Beispiele 
angefiihrt. 

Tabelle IV. 





‘ Grund- 
Datum Name umsatz ees RQ. Vitamin € Bemerkungen 
1934 in Kal. 
4.VI. Beef 1861 — 0,85 04g per os geet a aged 
246 1 a " grippaier infekt, ohne 
4. VI. | 34 Jahre | 1812 4 0,84 Fieber gegeniiber Be- 
nedict + 14%» 
6. VI. 1) pa | 1797 _ 0.79 O4¢ . . (Diagnose: Basedow. 
_ OY ‘ air 19 D) Steigerung gegeniiber 
6. VI. {26 Jahre| 1915 2 0,82 O04¢ , , Benedict +. 379), 
11.VI..) Na, { 1485 _ 0,83 1,0¢ . . Diagnose: Ca recti. 
9 hs > Steigerung gegenuber 
11. VI. 125 Jahre| 1484 0 0,84 1,0¢ . » | Benedict + 19%, 


Kine Steigerung lieB sich, wie aus den Angaben der hier aufgefiihrten 
Untersuchungen hervorgeht, in keinem Falle nachweisen. Wir sahen 
dieses Verhalten in allen Fallen, bei denen eine Steigerung des Grund- 
umsatzes infolge von Basedow, Leukamie, Carcinom von Infekten schon 
vorhanden war. Die Dosierung und die Applikationsweise scheinen 
keine Rolle zu spielen. Eine Anderung des respiratorischen Quotienten 
war nicht nachzuweisen. 
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Wenn wir uns die Frage vorlegen, worauf die Steigerung des Stoff- 
wechsels nach Vitamin C-Gaben zuriickzufiihren ist, die wir bei unseren 
Untersuchungen in den meisten Fallen fanden, so muB kurz die Frage 
des Grundumsatzes und des Gasstoffwechsels bei Vitaminmangel gestreift 
werden. Abderhalden(9) fand bei Tauben mit Vitamin-B-Mangel eine 
deutliche Herabsetzung des O, und CQO,-Verbrauchs, nach Zufuhr von 
vitamin-B-reicher Nahrung stiegen die Werte wieder an. Er stellte 
ferner eine herabgesetzte Gewebsatmung fest. W. R. Hess(10) kam zu 
ahnlichen Ergebnissen. Deuel und Weiss (11) fanden eine Grundumsatz- 
steigerung bei Vitamin-B-Mangel, den sie auf eine Tonussteigerung der 
Muskulatur zuriickfiihren. Nach den Untersuchungen Verzérs (12) und 
seiner Mitarbeiter fiihrt Vitamin-E-Mangel zu einer Erniedrigung des 
O,-Verbrauchs von durchschnittlich 18°. Bei Vitamin-C-Mangel konnte 
Harrison (13) eine erniedrigte Sauerstoffatmung des Lebergewebes fest- 
stellen, nach Zusatz von Vitamin C stieg der O,-Verbrauch erheblich an. 
Galvao und Cardoso (14) konnten diese Befunde nicht bestatigen. Es scheint 
demnach eine stoffwechselsteigernde Wirkung der Vitamine bei allen 
Mangelkrankheiten sicher zu sein. Die fliichtige Steigerung des Grund- 
umsatzes nach Vitamin C, die wir bei den meisten Hunden und stoff- 
wechselgesunden Menschen fanden, ist wohl auf eine fliichtige allgemeine 
Oxydationssteigerung der Zellen zuriickzufiihren, wahrscheinlich ge- 
steuert iiber die endokrinen Driisen. In der Hauptsache scheinen die 
Leberzellen zu einer vermehrten Oxydation angeregt zu werden, wie 
das Quastel und Wheatley (15) nachwiesen. Die enge Verbundenheit 
des Wirkungsmechanismus der endokrinen Driisen und der Vita- 
mine wurde schon 6fter betont und z. B. fiir das Vitamin E von 
Verzadr nachgewiesen. Ungeklart bleibt noch die Frage der unter- 
schiedlichen Wirkung, die, wie bereits erwahnt, nicht auf der Dosie- 
rung oder der Anwendungsart zu beruhen scheint. Auf Grund der 
Untersuchung des respiratorischen Quotienten glauben wir annehmen 
zu dirfen, daB der intermediare Stoffwechsel durch das Vitamin 
C nicht geaindert wird. 


Zusammenfassung. 


1. Der Gesamtsauerstoffverbrauch von Hunden, der in lang- 
fristigen Kammerversuchen gemessen wurde, steigt nach oraler, sub- 
cutaner und intravendser Anwendungsweise von reiner Ascorbinsaure an. 
Die Wirkung ist fliichtig und dauert etwa 3 Stunden an. Eine Kumu- 
lierung bei langerer Anwendung findet nicht statt. Der respiratorische 
Quotient wird durch die Ascorbinsaure nicht beeinfluBt. Auf die Héhe 
der Stoffwechselsteigerung, die maximal 42°, betrug, scheint die 
Dosierung keinen EinfluB zu haben. Die Mengen schwankten zwischen 
0,05 und 1,0 g. 
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2. Bei Stoffwechselgesunden ist die Wirkung des Vitamins C auf 
den Grundumsatz verschieden. Dosierung und Art der Zufuhr scheinen 
nicht die Ursache des wechselnden Verhaltens zu sein. Die Grund- 
umsatzsteigerung ist fliichtig und betragt maximal 37%. 

3. Bei Kranken mit erhdhtem Grundumsatz konnte in keinem Falle 
eine weitere Steigerung der Gesamtverbrennung nach Ascorbinséure 
erreicht werden. Der respiratorische Quotient wurde in keinem Falle 
deutlich beeinfluBt. 
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1) Abderhalden, Pfliigers Arch. 191, 278, 1921. 2) Jarussowa, diese 
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Uber die Bestimmung des reduzierten Glutathions im Gewebe'. 
Von 
Akiji Fujita und Danzo Iwatake. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 
(Eingegangen am 16. Januar 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir die Bestimmung des Glutathions sind seit Tunicliffe? haupt- 
sichlich jodometrische Methoden im Gebrauch. Thompson und Voegtlin®, 
Kennaway und Hieger* u. a. gebrauchten hierbei Nitroprussidnatrium 
als Indikator fiir die SH-Gruppen, wahrend Perlzweig und Delrue®, 
Kihnau® u. a. mit Starke indizierten. Diese Methoden sind vorziiglich 
fir Bestimmungen in reinen Glutathionlésungen geeignet; in _biologi- 
schem Material treten mit ihnen unerwartete Schwierigkeiten und 
Fehlerquellen auf, die die Bestimmung des wahren Glutathions sehr 
erschweren. Fiir die Beurteilung der bisherigen Befunde und fiir weitere 
Untersuchungen wird es wichtig sein, VorsichtsmaBregeln zu kennen, 
die eine sichere Bestimmung dieser wichtigen Substanz erlauben. Im 
folgenden sei hiertiber berichtet. 


1. Fehler durch Ferrieisen im enteiweiBten Filtrat. 


Wenn man vor der Bestimmung des Blut-Glutathions zuerst hamo- 
lysiert und dann durch Zusatz von Trichloressigséure enteiweiBt, so fallen 
die jodometrisch bestimmten Werte des Glutathiongehalts im Filtrat 
sehr verschieden aus. Es bedingt einen groBen Unterschied in den 
Resultaten, ob man zur Hamolyse nur destilliertes Wasser oder ver- 
diinnte Trichloressigsiure benutzt. Die Konzentration der Trichlor- 
essigséure ist — unabhangig von ihrer Endkonzentration im Filtrat — 
gleichfalls von EinfluB. Als Beleg hierfiir dienen die folgenden Beispiele : 

Zu xecem 1%iger Trichloressigsaure gibt man 12 — x ccm destilliertes 
Wasser, setzt 3 ccm Blut zu und mischt gut durch. Nach 10 Minuten wird 
soviel 20%ige Trichloressigsaure zugesetzt, daB deren Endkonzentration 
10% und das gesamte Volumen der Fliissigkeit 30 ccm betragt. Nach dem 
Mischen wird zentrifugiert, 20ccm der iiberstehenden Fliissigkeit ent- 
nommen, dazu erst 1 eem 25 %ige KJ-Lésung und dann | cem n/100 Jod- 
lé6sung zugesetzt. Es wird gut gemischt und mit n/200 Thiosulfat titriert. 
Als Blindversuch benutzt man statt des Blutes destilliertes Wasser. 1 ccm 


1 Wurde teilweise am 15. Oktober 1933 beim Biochemischen KongreB 
zu Nagoya vorgetragen. — ? Biochem. J. 19, 194, 1925. — * J. of biol. Chem. 
70, 793, 1926. — 4 Biochem. J. 21, 751, 1927. — ® Ebenda 21, 1416, 1927. — 
® Diese Zeitschr. 230, 353, i931. 
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n/200 Thiosulfat entspricht 1,535 mg Glutathion. Resultate zeigt folgende 
Aufstellung: 





Konzentration der Trichloressigsiure bei der \ 


Hamolyse (°/9) | 9 9,8 2,0 
Gefundenes Glutathion { Kaninchen. . . 0 27,6 8,9 
(mg-%) Cees . SS 27,4 54,8 27,1 


Wie aus den Zahlen hervorgeht, schwanken die gefundenen Werte 
betrachtlich. Derartige Befunde wurden nur mit Erythrocyten, nicht 
aber mit Plasma beobachtet. Nach unseren Untersuchungen werden 
die Abweichungen vom Ferrieisen aus dem Haémoglobin der Erythrocyten 
verursacht, das namlich mit KJ in saurem Medium reagiert und Jod 
frei macht. Da dieser Fehler nur im Hauptversuch, nicht aber im 
Blindversuch auftritt, wird der scheinbare Jodverbrauch kleiner. Dieser 
Einflu8B vom Fe"' gibt sich durch ein schnelles Nachblauen der Fliissig- 
keit nach der Titration mit Thiosulfat zu erkennen. 

Eine Nachpriifung ergibt, daB der Gehalt an Fe'' von der Konzentra- 
tion der zur Hamolyse benutzten Trichloressigsiure abhingig ist; z. B.: 





Endkonzentration der Trichloressigsiure mg Fell! in 100cem Filtrat 
bei der Himolyse (°/9) (kolorimetrisch mit Rhodankali) 
0 0,473 
0,9 0,272 


In entsprechenden Kontrollversuchen mit gleich konzentrierter Ferri- 
eisenlésung, aus Eisenalaun hergestellt, wird jodometrisch die nach dem 
Befund im Blutfiltrat zu erwartende Menge freien Jods beobachtet. 

Es geht hieraus hervor, daB die jodometrisch bestimmten Glu- 
tathionwerte im Blute je nach den Untersuchungsmethoden sehr 
verschieden ausfallen kénnen und keine absolute Giltigkeit besitzen. 
Es ist lediglich méglich, unter genau gleichen Bedingungen relative 
Werte zu erhalten. 

Der besprochene Fehler hat seine Ursache in dem zugesetzten Jod- 
kalium. Dieser Zusatz ist jedoch nicht zu vermeiden, da sonst die Reaktion 
nicht ausschlieBlich im Sinne 2GSH + J, = GS, + 2HJ_ verlauft, 
sondern sich infolge der Nebenreaktion GSH + 3J, + 3H,O = GSO,H 
+ 6HJ eine gréRerer Jodverbrauch ergeben wiirde (vgl. Kiihnau* und 
Iwatake?),. 

Es ist daher fiir eine zuverlaissige jodometrische Bestimmung 
unerlaBlich, mit eisenfreien Filtraten zu arbeiten, wozu die EnteiweiBbung 
mit Metaphosphorsadure statt mit Trichloressigséure verhilft. 


1 Diese Zeitschr. 280, 353, 1931. — * Keio Igaku 13, 607, 1933. 
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2. Neue Vorschrift zur jodometrischen Bestimmung. 

xg des zu untersuchenden Gewebes werden im Moérser mit ge- 
reinigtem Seesand und der vierfachen Gewichtsmenge Metaphosphor- 
siure? (in 5°iger Lésung) verrieben. Dann gibt man 5 xg destilliertes 
Wasser hinzu, zentrifugiert einige Minuten und filtriert. 

Der Glutathiongehalt des Filtrats wird hierdurch zehnfach ver- 
diinnt. Zu der jodometrischen Bestimmung werden v cem des Filtrats 
verwendet, die mit 2°%%iger Metaphosphorsdurelésung auf 20 ccm 
gebracht werden. Man gibt zu der Mischung | cem 25 %ige K J-Lésung 
und 1 cem n/100 Jodlésung. Nach 3 Minuten wird mit n/200 Thiosulfat 
titriert. Berechnung: Verbrauchte ccm Thiosulfat im Blindversuch = A, 
im Vollversuch = a; Menge des Glutathions in mg fiir 100 g Gewebe 
== ei (A — a). 

y 

Bemerkungen. 1. Die Extraktion des Glutathions ist nach der obigen 
Vorschrift vollkkommen. Die vorschriftsmaBig gemessenen Werte stimmten 
vollkommen mit den nach einstiindigem Schiitteln erhaltenen iiberein. 

2. Die folgende Ubersicht gibt die spezifischen Gewichte der Organe (d) 
wieder. Die Zahlen stammen von unseren Messungen an Material von 
Meerschweinchen; sie werden aus der Gewichtsabnahme der Organe in 
destilliertem Wasser berechnet. 





Organe | d Organe d 
ae 1,072 mie re 4 1,055 
MN She ka a he 1,068 Nebenniere. . . | 1,067 


Nach der Vorschrift ist das Gewebsvolumen x/dcem. Das Filtrat wird 
(9d + 1)-mal verdiinnt. In 1 ccm seien m mg Glutathion; die Glutathion- 
menge in 100g Gewebe ist dann: m/d.(9d + 1).100mg. Da 9d+ 1 
fast gleich 10d ist, gibt die obige Formel ausreichend genau mg Glutathion 
in 100g Gewebe an. 

Die beschriebene Methode ergibt bei Blut befriedigende Resultate. 
Zugesetztes Glutathion wird vollkommen wiedergefunden. Im Filtrat 
ist kein Ferrieisen nachzuweisen und es ist auch frei von Ascorbinsaéure 
und Cystein, weshalb die im folgenden zu besprechenden Fehlerquellen 
nicht auftreten kénnen. Adrenalin (10 mg), Kreatin (20 mg), Kreatinin 
(20mg) und Harnsdéure (10mg) verbrauchen in den angegebenen 
Mengen praktisch kein Jod, weshalb sie die Bestimmung nicht stéren 
k6nnen. 

3. EinfluB des Cysteins auf die jodometrische Bestimmung. 


Zu einer Bestimmung des Glutathions in Organen ist die soeben 
gegebene Vorschrift nicht geeignet. Der Cysteingehalt der Organe 


1 Alte Lésung ist zu vermeiden. Man bereitet sie am besten taglich 
frisch (wenigstens einmal wéchentlich und im Eisschrank aufbewahrt). 
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stért die Bestimmung durch einen ;, Verdiinnungseffekt“, der die Ergeb- 
nisse in verdiinnten Lésungen nach oben falscht. 


Tabelle I zeigt die Resultate, die mit einem Extrakt aus Leber von 
Meerschweinchen (1:10 2 %iger Metaphosphorsdurelésung) erhalten worden 
sind. Es wurden hierzu Proben mit der Extraktionslésung der Reihe nach 
doppelt verdiinnt und jeweils 5 cem jodometrisch bestimmt. (Bierich und 
Kalle! studierten bereits diese Erscheinung bei Cysteinbestimmungen.) 
Tabelle II gibt ein Beispiel fiir unsere Versuche. Da nach den vorliegenden 
Verhaltnissen mit der Gegenwart von Cystein gerechnet wurde, bestimmten 
wir ihre Menge nach Hunter und Eagles*. Diese kolorimetrische Methode 
ist sehr spezifisch fiir Cystein und erlaubt die Bestimmung von Mengen bis 
zu 0,05mg. Die gefundenen Mengen von freiem Cystein finden sich in 
Tabelle III. 

Tabelle I. 

















Gefundene Fehler Gefundene Fehler 
a so Glutathion- (in bezug auf Ser Glutathion- (in bezug auf 
Verdiinnung werte der das 10 fach ver- Verdiinnung werte der das 10fach ver- 
des Filtrats Organe diinnte Filtrat) | 4¢s Filtrats Organe diinnte Filtrat) 
mg-°/9 %o mg-°/o | Jo 
10 376 _ 80 535 + 42 
20 444 +18 160 545 +45 
40 507 + 35 
Tabelle II. 
mg Cystein in 20 cem Jodverbrauch Jodverbrauch Fehler 
29/iger Metaphosphorsiure ccm n/200 Thiosulfat (berechnet) Of, 
0,8 1,670 1,670 — 
0,4 0,985 0,835 +18 
0,2 0,590 0,418 + 41 
0,1 0,320 0,209 + 53 
0,05 0,185 0,105 + 78 
Tabelle III. 
Organe Cysteingehalt Organe Cysteingehalt 
(Meerschweinchen) mg-9/5 (Meerschweinchen) mg-9/5 
Leber 104 [30] | Niere 17 
Hoden . 12 Lunge . Spur 
Milz . 12 Nebenniere . e 
Pankreas . 15 





Es ist ersichtlich, daB in der Leber besonders viel freies Cystein 


vorkommt. 


Wenn man jedoch das Organ sofort nach dem Téten des 


Tieres mit Kohlensaéureschnee behandelt und schnell weiterarbeitet, 


167, 1927. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 115, 1928. — * J. of biol. Chem. 72, 


Die Methode von Sullivan, Publ. Health Rep. 41, 1030, 1926, 


fanden wir fiir diesen Versuch ungeeignet, da Ascorbinséure mit dieser 
Methode eine rote Farbe zeigt, die ungefahr 37% Cystein entspricht. 
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’ 


ergibt sich ein Gehalt an freiem Cystein von nur 30 mg-°. Es ist daher 
anzunehmen, da das Cystein hauptsichlich nach dem Tode ab- 
gespalten wird. 

Entsprechende Versuche mit Ratten ergaben in der Leber nur 
33 mg-°%, Cystein; in den gefrorenen Organen reichte die Menge nicht 
einmal zur Bestimmung aus. Andere Organe der Ratte wie Niere, Milz, 
Hoden, Thymus, Gehirn, Nebenniere, Lunge und Muskel zeigten (un- 
gefroren) kein nachweisbares freies Cystein. In der Tat wurde auch der 
obenerwahnte Verdiinnungseffekt bei Rattenorganen nicht beobachtet, 
wahrend er bei Meerschweinchen in Leber, Niere und Hoden ziemlich 
deutlich war (10 bis 30°, Effekt bei drei- bis vierfacher Verdiinnung). 
Mit den gefrorenen Organen erwies er sich bedeutend abgeschwacht. 
Man erkennt hieraus, daB der durch Cystein bedingte Fehler durch 
Gefrieren der Organe zu vermeiden ist. 


4. Beteiligung der Ascorbinsiure an der jodometrischen Bestimmung und 
eine Vorschrift zur kolorimetrischen Bestimmung des Glutathions. 

Die dritte Schwierigkeit, der man bei der jodometrischen Bestim- 
mung begegnet, ist die Beteiligung der Ascorbinséure an der Reaktion. 
Die Saure ist in fast allen Organen enthalten und in manchen ist ihre 
Menge sogar gr6éBer als die des Glutathions. Wir priiften daher, ob 
sich die Farbreaktion mit Nitroprussidnatrium zur spezifischen kolori- 
metrischen Bestimmung des Glutathions eignet. 

Diese Reaktion ist seit Tunicliffe vielfach fiir Glutathionbestimmungen 
in Gebrauch; sie wurde jedoch hauptséchlich nur zum Anzeigen freier 
SH-Gruppen bei der jodometrischen Titration gebraucht, die wegen der 
Erfassung auch anderer jodbindender Stoffe fiir uns nicht geeignet war. 
Fiir kolorimetrische Bestimmungen wurde diese Reaktion zwar schon von 
Bierich und Rosenbohm' benutzt. Dieser Vorschrift folgten Boyland? und 
von Euler und Martius? bei ihren Untersuchungen itiber Glutathion und 
Ascorbinsaure. Bierich schreibt in seiner Arbeit: 

Die gréBte Farbtiefe tritt momentan ein, wenn kein SS vorhanden 
ist, und da sie in wenigen Minuten abblaBt, muB innerhalb 2 Minuten ab- 
gelesen werden.*‘ 

Boyland, der ebenfalls dieser Vorschrift folgte, schreibt : 

This method is very crude as the colour produced by glutathione 
fades rapidly and is not exactly proportional to the amount of this com- 
pound. By taking an amount of standard solution such that the control 
and the experiment contain about the same amount of glutathione, duplicate 
results are obtained which do not differ by more than 10%.“ 


Wenn man Metaphosphorséure statt Wolframsaure oder Trichlor- 
essigsiure verwendet und mit Cyanid nach folgender Vorschrift arbeitet., 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 151, 1933, und zwar 8. 160. — 
2 Biochem. J. 27, 802, 1933. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 65, 1933. 











Bestimmung des reduzierten Glutathions im Gewebe. 289 


ist die Farbintensitaét dem Glutathionsgehalt genau proportional und 
der Glutathiongehalt ist auch noch nach 5 Minuten ziemlich genau 
(innerhalb der Fehlergrenze von weniger als 4°%) zu bestimmen. 

Vorschrift. Zu 4ccm gesattigter Ammoniumsulfatlésung werden 
2 Tropfen 20% iger KCN-Lésung, 2 Tropfen konz. Ammoniak (32,5 °%, 
NH,), 0,2 cem 2%ige Nitroprussidnatriumlésung! und zuletzt 2,0 cem 
der glutathionhaltigen Lésung (in 2° Metaphosphorséure) gegeben. 
Es entsteht eine schéne kirschrote Farbe, ahnlich der von Bordeauxrot, 
die mit der entsprechend behandelten Stammlésung von Glutathion 
-kolorimetrisch verglichen wird. 





Bemerkungen. 1. Da die Farbung 20 sa ‘ 
nicht sehr bestandig ist, ist die Ver- log ¢ }\ | 
gleichslésung immer frisch und gleich- 17 , | 
zeitig anzusetzen. Cystein ist zur / ‘ 
Bereitung des Standards ungeeignet, 4¥ Y Tttl | T t 
da mit ihm eine noch unbestandigere . D i | \ = a J 
Farbung erhalten wird. Die Bestim- ? \\ | N\ 
mung soll méglichst innerhalb 5 Mi- 08 | i \\ | | 
nuten (héchstens 10 Minuten) beendet \ 4 | 
sein. 95| t 1} NI - af | 

2. Abweichungen von den in KK oN | 
der Vorschrift angegebenen Mengen- G2 | * ii | 
verhaltnissen veranlassen Verkiirzung ~ f 
der Entfarbungszeit. Die gemischte “e | 
Fliissigkeit mu8 geniigend alkalisch | 








sein, da bei saurer Reaktion keine 760 700 650 600 S80 S00 50 0 my 


Farbreaktion erscheint. Durch gleich- Abb. 1. 
zeitigen Zusatz von Cyanid und Ammo- O——O Gilutathion 


niak wird die Entfarbungszeit zwei- Bordeauxrot 

bis dreimal langer als bei einzelnem 

Zusatz dieser Reagenzien. Bei 5mg-% Glutathion verblaBt die Farbe 
nach einer Stunde noch nicht vollstaéndig. Ohne Cyanidzusatz (wobei 
0,2 cem konz. Ammoniak benutzt wird), erfolgt das Verschwinden der 
durch das Cystein verursachten Farbung besonders schnell. Bei Konzen- 
trationen unter 100 mg-°% Cystein (im Gewebe) entfairbt sich das Reak- 
tionsgemisch innerhalb von 3 bis 4 Minuten vollstandig. Es kame daher in 
Frage, bei cysteinreichen Organen fiir die Bestimmung des Glutathions 
kein Cyanid zu verwenden. 

3. Zugesetztes Glutathion wird sowohl in reinen Lésungen, als auch in 
enteiweiBtem Gewebefiltrat sicher wiedergefunden. Ascorbinséure (bis 
zu 100 mg-% im Gewebe) hat keinen EinfluB8 auf die Messung. 

4. Die Farbintensitat war innerhalb des von uns untersuchten Bereiches 
von 6 bis 200 mg-% Glutathion der Konzentration genau proportional. 

5. Die rote Farbung des Reaktionsgemisches hat ihr Absorptions- 
gebiet zwischen 620 bis 465 mu (Maximum bei 500 mz) und laBt Licht von 
670 bis 620myu und von 465 bis 420myu durchtreten. (Minima bei 645 und 
442 mu). Die Absorptionskurve siehe in Abb. 1. Zu ihrer Bestimmung 


' Soll immer frisch bereitet werden. 
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wurde 1% Glutathion in 2°%iger Metaphosphorséurelésung gelést und in 
Reagensglaser mit der Saéurelésung reihenmaéBig jeweils doppelt verdiinnt. 
Mit jeder dieser L6sungen wurde die Farbreaktion ausgefiihrt. Die Messungen 
erfolgten in Reagensglasern (18 mm Durchmesser) mit dem Handspektroskop. 
Zum Vergleich findet sich in Abb. 1 auch die Kurve von Bordeauxrot, wozu 
eine 0,08 %ige Lésung des Farbstoffs in Baly-Réhren bei Schichtdicken von 
100, 50, 25, 12, 5 usw. mm Verwendung fand. Es sind sogenannte typische 
Farbkurven aufgezeichnet, bei denen durch Auftragen von log c bekanntlich 
nur die Lage der Kurven von Lésungen verschiedener Konzentration oder 
Schichtdicke nach oben oder unten verschoben wird. Wie man sieht, sind 
die beiden Kurven ziemlich verschieden. 

6. Mit den verwendeten Reagenzien geben noch folgende Substanzen 
Farbreaktionen: Brenztraubenséure (sehr schwach blau, jedoch mit der 
Zeit starker werdend), Adrenalin (braunlichrot), Aceton (rot, mit der Zeit 
etwas starker), Kreatinin (erst mehr els 100 mg-% orangerot). 

Diese Substanzen kénnen aber in den physiologisch in Betracht 
kommenden Konzentrationen keinen Einflu8 haben. 

7. Im Blute ist noch Ergothionein enthalten, das wegen seiner SH- 
Gruppen wie Glutathion reagiert. Da es aber nur bei Schweinen in be- 
achtenswerter Menge vorkommt, kann es in der Regel wohl vernachlassigt 
werden!. 

Um zu entscheiden, welcher Anteil des jodometrisch bestimmten 
Wertes von dem wahren Glutathion und wieviel von der Ascorbinsaéure 
stammt, wurden die Glutathionwerte desselben Filtrats einmal jodo- 
metrisch und einmal kolorimetrisch bestimmt, und die Differenz mit 
dem besonders mit 2, 6-Dichlorphenolindophenol bestimmbaren Ascor- 
binsdiurewert verglichen. In der Tabelle IV befinden sich die Ergebnisse 
dieser Versuche. Die beiden Werte, mit Ausnahme von Niere, stimmen 
ziemlich gut iiberein, wenn die Organe, die gewéhnlich viel freies Cystein 
zeigen, vorher gefroren wurden”. Es hat sich herausgestellt, da Niere 
auBer Glutathion und Ascorbinséure noch andere jodbindende Sub- 
stanzen enthalt. 

Zusammenfassung. 


1. Wenn man zur jodometrischen Glutathionbestimmung Blut 
oder hamoglobinhaltige Organe mit Trichloressigséure enteiweiBt, geht 
das Ferrieisen mehr oder weniger in das Filtrat tiber, welches bei saurer 
Reaktion aus KJ Jod frei macht, wodurch der scheinbare Jodverbrauch 
kleiner wird. Dieser Fehler kann durch EnteiweiBung mittels Meta- 
phosphorsaure statt Trichloressigsiure vermieden werden, wodurch die 
jodometrische Glutathionbestimmung im Blute zu richtigen Werten 
fiihrt. 

2. Bei der Bestimmung des Glutathions in Organen verursacht 
das anwesende Cystein einen je nach der Konzentration verschiedenen 


1 Vgl. Hunter, Biochem. J. 22, 4, 1928. — ? Der EinfluB des Ge- 
frierens war auBer bei Leber und Niere kaum zu beobachten. 
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Jodverbrauch, wodurch die gemessenen Werte unsicher werden. Dieser 
stérende EinfluB kann durch sofortiges Gefrieren der frisch entnommenen 
Organe vermieden werden. 

3. In den meisten Organen ist mehr oder weniger Ascorbinsaéure 
enthalten, die die jodometrische Glutathionbestimmung stort. 

4. Um den wahren Glutathiongehalt zu ermitteln, ist die kolori- 
metrische Bestimmung mit der Nitroprussidreaktion am_ sichersten. 
Dabei verlingert der gleichzeitige Zusatz von Cyanid neben Ammoniak 
die Entfarbungszeit bedeutend. Eine fiir kolorimetrische Bestimmung 
geeignete Vorschrift wurde beschrieben. 


5. Die Differenz der Glutathionwerte zwischen jodometrischer 
und kolorimetrischer Bestimmung und der in Gegenwart von 2, 6-Di- 
chlorphenolindophenol titrierte Ascorbinsdurewert stimmen, mit Aus- 
nahme von Niere, ziemlich gut iiberein. In der Niere gibt es auBer 
Glutathion und Ascorbinséure noch andere jodbindende Substanzen. 
Der Gehalt von Glutathion bzw. Ascorbinsaéure in verschiedenen Organen 
wurde mitgeteilt. 











Uber die Bestimmung 
von Vitamin € mittels 2, 6-Dichlorphenol-indophenol’. 
Von 
Akiji Fujita und Danzo Iwatake. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-instituts in Tokio.) 
(Eingegangen am 16. Januar 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Bestimmung von Vitamin C ist seit Tillmans? die Titrations- 
methode mit dem Oxydations-Reduktionsindikator 2, 6-Dichlorphenol- 
indophenol, oder deren Modifikation nach Harris und Ray® fast aus- 
schlieBlich benutzt worden. Nach der Anordnung der letztgenannten 
Autoren wird zur Extraktion der Gewebe Trichloressigsiure benutzt 
und man titriert nicht wie nach Tillmans mit Farbstoff in die saure 
Vitaminlésung, sondern umgekehrt mit dem Trichloressigsiureextrakt 
in die Farbstofflésung. Nach der Meinung von Harris und Ray wird die 
Ascorbinséure durch Trichloressigsdure stabilisiert und die Wirkung 
der Substanz, die Vitamin C in der Zellfliissigkeit leicht zerstért, wahr- 
scheinlich ein Oxydationsferment, wird durch die Saéure gehemmt. 
Nach unseren Versuchen wird die Ascorbinsaure durch Trichloressigsaure 
leicht oxydiert, sowohl in der reinen Vitaminlésung als auch in dem 
enteiweibten Gewebsfiltrat. Deshalb ist der Gebrauch von Trichloressiq- 
sdure zur Bestimmung von Vitamin C nicht geeignet. Hierzu ist Meta- 
phosphorsdure geeigneter, in deren Gegenwart Ascorbinsdure sehr stabil 
ist. Selbst nach mehreren Tagen ist kaum eine Verdnderung zu bemerken. 
Dieser Befund wurde von Masayama ‘* nachgepriift und véllig bestatigt. 

Ein derartiger EinfluB von Trichloressigséure ist nicht tiberraschend 
Schon vor laingerer Zeit wiesen C. Newberg und M. Kobel® darauf hin, da 
Cu,O durch trichloressigsaure Salze zur Cupristufe oxydiert wird. 

Ein weiterer Nachteil in der Benutzung von Trichloressigsaure 
besteht darin, daB selbst 2, 6-Dichlorphenolindophenol durch Trichlor- 
essigsdure ziemlich bedeutend entfarbt wird und der dadurch bedingte 
Fehler bei der Bestimmung nicht zu vermeiden ist, wahrend ein solcher 
Fehler mit Metaphosphorsaéure praktisch kaum zu bemerken ist. 


1 Diese Ergebnisse wurden am 15. Oktober 1933 auf dem Biochemischen 


KongreB zu Nagoya mitgeteilt. — *? Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 60, 34, 
1930; 68, 1, 21, 241, 267, 276, 1932. — * Biochem. J. 27, 303, 1933; 27, 590, 
1933. — 4 Nippon Seikagakkai Kaiho 9, 32, 1934. — ° Diese Zeitschr. 238, 


226, 1931. 
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Zum Beleg dienen folgende Beispiele: 


Zum Vergleich wird je 0,54 mg Ascorbinséiure in je 20cem 10 %ige 
und 5°%ige Trichloressigsdure, destilliertes Wasser bzw. 2°%iger Meta- 
phosphorsaurelésung gelést, und zu jeder dieser Mischungen wird 1 ecem 
25% ige KJ- und 1 cem n/100 Jodlésung zugesetzt und nach 3 Minuten 
mit n/200 Thiosulfat titriert. Die Ergebnisse werden in Abb. 1 gezeigt. 
(Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die ungefihre Temperatur der 
Versuchslésung. ) 


Aus den Zahlen geht hervor, da8 der Jodverbrauch der Ascorbinsaéure 
in Trichloressigsiure desto mehr abnimmt, je héher die Konzentration der 
Trichloressigsiure und je héher die Tem- 




















42y peratur ist. Dagegen ist der Jodverbrauch 
in 2%iger Metaphosphorséure auch nach 
ag 5 Stunden praktisch kaum verandert. 
‘s 40 Ahnliche Befunde wurden auch mano- 
§ metrisch erhalten. In jedes kegelférmige 
R49 GefaB werden in den Hauptraum 2 ccm 
& Ascorbinsaurelésung (mit 1,76 mg Ascorbin- 
S48 siure pro GefaéB), und in den Einsatz 
2 oy 0,2cem 10%ige KOH gegeben und der 
3 Gasraum wird mit Luft gefiillt. Es wurde 
pe 06 dann im Thermostaten bei 38° geschiittelt. 
Der Sauerstoffverbrauch wurde in Ab- 
b6, standen von 10 Minuten bestimmt. Die 
Stunden Resultate werden in Abb. 2 gezeigt. 
Abb. 1. Man ersieht aus den Zahlen, daB der 
MPS = Metaphosphorsiure Sauerstoffverbrauch in Trichloressigsaéure 
TCE = Trichloressigsdure. bedeutend gr6Ber ist als in destilliertem 


Wasser, wahrend er in Metaphosphorsaure 
praktisch kaum zu beobachten ist. 


J) | Die Oxydation der Ascorbinsiure ist 
auch vom py abhangig. Mit Phosphat- 
puffer wurde der Sauerstoffverbrauch bei 
verschiedenem py bestimmt. Wie aus 
Tabelle I hervorgeht, ist die Oxydation 
desto gréBer, je mehr das py auf der alka- 
lischen Seite liegt. Wenn 5,0 mg Ascorbin- 
siure in Phosphatpuffer (0,21 mol.) gelést 
werden und der Sauerstoffverbrauch und 
die Kohlensaiureproduktion gleichzeitig be- 
stimmt werden, so bekommt man etwa 
folgende Werte: 


J 





= 
S 

; 
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$s 


Sauerstofverbrauch in cmm 
ee 














“0, =- 140,9, %C0; = 68,9, CO,/O, ost 0,49. 


Tabelle I. Pro GefaéB 5,0 mg Ascorbinsaure. 





Pu: 6 7 8 9 
19,2 28,9 66,1 117,5 


Sauerstoffverbrauch in 2 Std. bei 38° in emm 
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Tabelle Il. Zimmertemperatur beim Versuch: 30°. 





Zugesetzte Lisung Entfarbungszeit 
leem 10% ige Trichloressigsiure ... . 5 Min. 30 Sek. 
1, 5, » apes eee 
1 , 2 ,  Metaphosphorsiure. .. . mehr als 60 Min. 
ee eee . pthc eg ht 30 Min. 

1 , 100mg-%ige Glutathion* ..... i 

Ly oe i m ak oe Db , 

i’ ee 4 ‘i sgh ONC Ee ter ae 2 , 

Tu ee 8 ene ees, a ~ 
i, a PT oa ee 5 Min. 30 Sek. 
ae ig ra oie... eee 9 Min. 

i as” . Ascorbinsaure*. . . . fast momentan 
. a eee s sare ote es - 


* In 29), iger Metaphosphorsdure gelist. 


In 10% iger Trichloressigsaure wurde von der Ascorbinsdure kaum 
CO, produziert und der Quotient CO,/O, ergab sich zu 0,140 bis 0,178. 

Wenn man in 10ccm einer Lésung von 2, 6-Dichlorphenolindo- 
phenol (3 mg in 150 cem Wasser) die Entfarbungszeiten miBt, die nach dem 
Zusatz von je 1cem der verschiedenen Saurelésungen erhalten werden, 
ergeben sich die in Tabelle II verzeichneten Resultate. Es ist ersichtlich, 
da8 Trichloressigsiure den Farbstoff bedeutend entfarbt, wahrend Meta- 
phosphorsaéure hierzu nicht in der Lage ist. 

Ein wesentlicher Einflu8 von Cystein wird erst bei gréBerer Kon- 
zentration bemerkbar, wahrend Glutathion in dieser Richtung wenig wirkt. 
Die Anordnung von Tillmans, bei welcher die Farbstofflésung aus der 
Biirette in die Vitaminlésung tropft, bewirkt deshalb einen gr6éBeren Fehler, 
da der Farbstoff langer mit viel Saurelésung in Beriihrung ist als bei der 
Anordnung von Harris und Ray, wo die Saure in die Farbstofflésung tropft. 
Die Fehler nach der ersten Anordnung waren nach unseren Versuchen 20 bis 
50%, je nach der Konzentration der Ascorbinséure, waihrend sie nach der 
zweiten bei 5% lagen, wenn man die Titration méglichst schnell ausfiihrte, 
und das Gesamtvolumen der zugesetzten sauren Vitaminlésung geringer 
als das der Farbstofflésung war. 








Uber die kolorimetrische Bestimmung von Vitamin C'. 
Von 
Akiji Fujita, Danzo [watake und Tadao Miyata. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 
(Eingegangen am 16. Januar 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die zur Zeit am haufigsten gebrauchte Bestimmungsmethode fiir 
Vitamin C beruht auf der Anwendung des Redoxindikators 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol. Ihre Spezifitat ist jedoch ungentigend, denn die 
Gegenwart anderer Substanzen, wie Phenole, Reduktone und un- 
bekannte reduzierende Stoffe aus Tumoren, Gehirn, Zwiebel und der- 
gleichen beeinflussen das Ergebnis. Wenn auch kiirzlich von Martini 
und Bonsignore? iiber eine neue Titrationsmethode zur Vitamin C- 
Bestimmung von etwas verbesserter Spezifitat berichtet wurde, 
glauben wir doch, eine einfache neue kolorimetrische Methode mitteilen 
zu sollen. 

Die Farbreaktion von Szent-Gyérgyi® mittels FeSO, ist nach unseren 
Versuchen fiir eine Bestimmung nicht geeignet, denn Ascorbinséure zeigt 
zwar, wenn sie mit CaCO, schwach alkalisch gemacht wird, die beschriebene 
violette Farbe, aber in Gegenwart von Ammoniak oder NaOH entsteht 
auch in Abwesenheit von Ascorbinséure eine dunkelgriine Triibung. Die 
blauviolette Reaktion mit Monomolybdophosphowolframséure nach 
Bezssonoff* ist, wie der Verfasser selbst angibt, fiir Vitamin C nicht spezifisch, 
da Hydrochinon, Redukton, Catechin, Chinhydron und Brenzcatechin 
dieselbe Reaktion geben. 

Wir wurden jedoch auf den Befund von Kotake und Nishigaki® 
aufmerksam, daB Ascorbinsiure mit dem Wolframsauregemisch von 
Folin nach Zusatz von NaOH eine blaue Farbe zeigt. 

Diese Reaktion, sie sei Kotakesche Reaktion genannt, laBt sich nach 
unseren Versuchen zu einer einfach auszufiihrenden kolorimetrischen 
Bestimmungsmethode fiir Ascorbinsaéure ausgestalten, fiir die keine 
seltenen Chemikalien gebraucht werden. Um eine bestaindige Farbung 
und geniigende Spezifizitat zu erreichen, empfiehlt sich die folgende 
Arbeitsvorschrift : 

1 Die Ergebnisse wurden am 23. September 1934 beim Biochemischen 
KongreB zu Keijo vorgetragen. — ? Diese Zeitschr. 278, 170, 1934. 

8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 225, 168, 1934. 4C. r. 173, 466, 1921; 182, 
1223, 1926: Bull. Soe. chim. biol. 4, 83, 1922; 11, 234, 1929; C. r. Séan. 
Acad. Scien. 196, 2036, 1933; Bezssonoff, Un réactif des vitamines, des 
composés orthoénoliques et des bases azotées: lacide monomolybdo-phos- 
photungstique. Nancy 1934. — ° Nippon Seikagakkai Kaiho 7, 158, 1932. 
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Reagentien. 

1. 2g Na-Wolframat (Kahlbaum, pro analysi) werden in 10 cem 
n H,SO, gegeben und im kochenden Wasserbad unter Schiitteln gelést. 
Nachdem die ganze Substanz klar gelést ist, wird mit flieBendem Wasser 
gekiihlt und filtriert. Das Filtrat ist leicht griinlichgelb, muB jedoch véllig 
klar sein. Eine triibe Lésung mu8 durch Erwarmen geklart werden. Man 
stellt dieses Reagens am besten taglich frisch her'. 

2. 2n NaOH. 5cem dieser Lésung sollen 10 cem der zu Reagens 1 
benutzten H,SO, entsprechen. 


Ausfiihrung. 


a) Zu 4cecm der zu untersuchenden Lésung (mit Vitamin C in 
2% iger Metaphosphorsiure*) wird b) 1,0cem Reagens 1 gegeben. 
Nach dem Mischen wird noch c) 0,4 ccm Reagens 2 zugesetzt und gut 
gemischt. 

Die Fliissigkeit zeigt eine himmelblaue Farbe, die mit der gleich- 
artig behandelten Standardlésung kolorimetrisch verglichen wird. 

Die Farbe ist deutlich verschieden von der von Methylenblau oder 
Kupfersulfat; sie hat mehr die Nuance von Kobalt und ist der Farbe von 
Nachtblau ziemlich ahnlich. Die nach der obigen Vorschrift mit 4,61 mg 
Ascorbinséure zu erhaltende Farbe entspricht ungefaihr der von 1 mg 
Nachtblau. 

Die Reaktion ist sehr empfindlich. Ein Vitamin C-Gehalt bis zu 
3 y (4ccem 0,08 mg-%, d. h. 8: 107 Lésung) zeigt eine positive Reaktion. 


/o? 


Bemerkungen. 


1. Die Reihenfolge muB, wie oben angegeben, a, b,c sein. a,c, 6 zeigt 
nur eine Farbintensitat von ungefahr 79% der ersteren. 6, c,a@ gibt tiber- 
haupt keine Farbreaktion*®. 

2. Es wird nach dem Prinzip von Birker kolorimetriert. Als Lichtquelle 
benutzt man am besten monochromatisches Licht von Gelb bis Rot. 

3. Wenn nicht tierisches, sondern sehr saures oder alkalisches pflanz- 
liches Gewebe oder dergleichen zur Untersuchung kommen, soll, wird der 
Extrakt nach vorheriger Neutralisation auf einen Gehalt von 2°, Meta- 
phosphorséure gebracht. 

4. Die Konzentration der Ascorbinséure in der zu messenden Lésung 
mu kleiner als 10 mg pro 100 cem sein. Konzentriertere Lésungen miissen 
entsprechend verdiinnt werden. Konzentrationen unter 0,5 mg pro 100 cem 


! 4 Tage nach der Herstellung war das Reagens nicht mehr brauchbar. 
Die blaue Farbung hatte mehr die Nuance von Kobalt. Die Farbe war 


dann der Konzentration von Vitamin C nicht mehr proportional. — * Uber 
die Herstellung des Metaphosphorsaiureextraktes der Organe vgl. Fujita u. 
Iwatake, diese Zeitschr. 277, 284, 1935. — * Es liegt nahe, anzunehmen, 


da8B die wirksame Substanz des Reagens in saurer Reaktion von Vitamin C 
reduziert wird, und da8 das durch Alkalizusatz entstandene Salz derselben 
blauen Farbe ist. 
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sind fiir die Bestimmung ungeeignet. In solchen Fallen muB méglichst ein 
konzentrierterer Extrakt hergestellt werden. Das Verhaltnis der Kon- 
zentration der Standardlésung und der zu messenden Lésung muB8 innerhalb 
von 1:2 oder 2:1 liegen. 


Experimentelles. 
1. Der EinfluB der Konzentration des Wolframreagens. 


Man lést 2°, Na-Wolframat méglichst vollstaéndig durch Erwarmen 
inn H,SQ,, zentrifugiert, nummt 0,2 cem davon der iiberstehenden Lésung, 
gibt hierzu 2,0cem 10 mg-%ige Ascorbinséurelésung (in 2°%iger Meta- 
phosphorsaéurel6sung) und setzt schlieBlich noch 0,2cem 2n NaOH zu. 
Uber die verschiedenen so entstehenden Farbreaktionen unterrichtet 
Tabelle I. 

Tabelle I. 





r 40 20 10 5 2,5 
Uberstehende Flissigkeit | wasser- leicht wasserklar wie 10 wie 10 
klar — griinlich- 
gelb 
Niederschlag ..... . | wenig wenig  mittlere Schicht: wie 10) wenig 
(weiB) (leicht = gelblich kolloidal; (gelb) 


gelblich) untere Schicht: 
gelb, kérnig 


Farbenreaktion .... . + wee + - 


2. Alkalitat und Entfarbung. 


Zu 2,0 cem 10 mg-%iger Ascorbinsaéurelésung (in 2 %iger Metaphosphor- 
siurel6sung) werden 0,5 cem 20° iges Wolframat (in n H,SO,) und x cem 
2n NaOH gegeben. Die Farbintensitaéten und Entfarbungszeiten siehe 
in Tabelle II. Die Zahlen geben die ungefahren Farbintensitaten an. 


Tabelle II. 





z£ 5,0 3,0 2,0 1,0 0,6 0,4 0,2 01 0,05 
Sofort . 5 5 5 5 5 5 5 3 1 
5 Min 1 2 3 4 5 5 3 1 
| a _— — + 1 1 3 5 2 1 
20 ” iti Fe — ea 33 1 3 5 2 1 
35, eS Re oe ae oe 2 4 1 1 
75 Re re at ee ee ae 1 oe ee ae 


Wie ersichtlich, zeigt der Zusatz von 0,2cem 2n NaOH zu 2,0 ccm 
Vitaminlésung! die starkste und bestandigste blaue Farbe. Mit 10 mg-%iger 
Lésung erhalt sie sich mehr als 2 Stunden. Das py des Gemisches ergab 
sich, mit Bromthymolblau als Indikator, zu 6,8. Ahnliche Versuche mit 
OrangepreBsaft zeigt Tabelle III. Der Saft hatte eine Aziditaét von 0,07 n. 
Er wurde nach der Neutralisation mit NaOH auf einen Gehalt von 2% 


1 Dieselben Mengenverhaltnisse wie in der Vorschrift. 
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Metaphosphorséure gebracht (Verdiinnung 1:10), und zu 2,0cem davon 
werden xcem 2n NaOH gegeben. Ein Zusatz von 0,2 com 2n NaOH ist 


auch in diesem Falle fiir die Farbreaktion in jeder Weise am giinstigsten. 


Tabelle III. 





x Farbenreaktion ee 
Min. 

0,1 + (blau) 10 

0,2 ++++ (blau) 60 

0,4 +++4+ (grinlichblau) 35 (bleibt grinlich) 

0,8 +++-+ (blaugriin) 20( , =e 


3. Konzentration und Farbintensitdt. 


Die Farbintensitat von «mg-°%, Ascorbinséure (in 2°%iger Meta- 
phosphorséurelésung) wurde mit der Farbe von 5 mg-°% Ascorbinsaéure 
verglichen. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle LV und Abb. 1. 


Tabelle IV. 





z 1 2 4 8 16 32 64 128 
Gefundene Werte 
Guia") oo és 085 1.86) 4,02 7,95 11,0; 12,85) 13,8 15,5 
Fehler (%) . . —15 —7 + 0,5 -0,6  —31 (-61 -- — 


Wie ersichtlich, ist die Farbe bis zur Konzentration von 10 mg-°, 
der Konzentration der Ascorbinséure genau proportional. Dariiber hin- 
aus ist die Zunahme der Farbe mit der Konzentration sehr gering. Bei nie- 
deren Konzentrationen als 0,5 mg-°% 











ist die Farbe zu schwach, um genau 16 
bestimmt zu werden. Wenn die Kon- t— Sr 
zentrationen von Standardlésung und 1a\—+ aa , ff ji _1_ 
= AS x 
der zu messenden nicht sehr ver- %y / 
. . es © 
schieden sind, werden geniigend ge- = & ¢| 
naue Werte erhalten. iW, [ 
ba 
. 4 ; 
4. Absorptionskurve der blawen Farbe. | | 
; . : 2 | 
Die vorschriftsmaBig hergestellte } 
blaue Lésung (20 mg-% Ascorbinséure 0-0 2 0 0 0 0 7 # 
in 2% iger Metaphosphorséurelésung) Konzentration ven Vitamin Cin mg’ 
wird in Baly-Réhren gegeben und in Abb. 1. 


Schichtdicken von je 100, 50, 25, 125, 

und 6,25mm mit dem Handspektroskop beobachtet. Die Wellenlingen der 
Absorptionsenden jeder Schichtdicke wurden abgelesen. (Abb. 2.) Sofort 
nach der Herstellung (bei 100 mm Schichtdicke, d. h. log 2) war die Lésung 
zwischen 620 bis 600my etwas durchlassiger, bald wurde sie aber von 
der kurzwelligeren Seite her verdunkelt, um nach 2 bis 3 Minuten ganzlich 
dunkel zu werden. 


Biochemische Zeitschrift Band 277. ” 
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Wie aus den Kurven ersichtlich, wird von der blauen Lésung Licht 
von 425 bis 550 my am wenigsten absorbiert. Zur Kolorimetrie ist daher 
Licht dieses Bereiches (namlich griin bis blau) ungeeignet. Das mono- 

chromatische Licht im Bereich gelb 

















gr— bis rot ist gunstig. In Abb. 2 ist zum 
log a} Vergleich die Kurve von Nachtblau 

ad | (3,1 mg-°/9) gezeigt. Man erkennt, 

om daB die beiden Kurven trotz der 

: scheinbaren Ahnlichkeit der Farbe 

14 sehr verschieden sind. 

47 — 7 7 en 

? 5. Zusatzversuch von Vitamin C. 

48 Zur Kontrolle der Methodik 

as dienten Zusatzversuche; tiber deren 


— 
70 700 680 600 550 S00 ¥0 0M" giinstige Ergebnisse  unterrichtet 
Abb. 2. Tabelle V. 
Tabelle V. 
1. Meerschweinchenleber. 


2° Metaphosphorséureextrakt (1: 20). 





Zugesetzte 


Ascorbinsaure Gefunden Berechnet Fehler 
mg-° |p mg-° 5 mg-°/» 0/5 
0 10,8 10,8 ae 

20 30,1 30,8 — 2,3 

40 49,1 50,8 — 33 


2. Orange. 
PreBsaft wird neutralisiert, auf 2% Metaphosphorsaure (1:10) gebracht. 
15 cem der Fliissigkeit werden mit 5cem 10 mg-%ige Ascorbinsaurelésung 
(in 2°% Metaphosphorsaure) versetzt. 





Z setzte : - 
Poa. ose l Gefunoden Berechnet Fehler 
mg-°/5 mg-°!, mg-°/ o;,, 

0 37,3 i a 
15,6 50,0 52,9 +6 


6. Haltbarkeit der Standardlésung von Vitamin C. 
\ 10 mg-%ige Ascorbinsdéurelésung (in 2 %iger Metaphosphorséurelésung ) 
wird bei Zimmertemperatur (am Tage ungefahr 15°) stehengelassen und 
ihr Gehalt nach x Tagen bestimmt (Tabelle VI). 

Wie ersichtlich, war die Abnahme nach 7 Tagen ungefahr 5%, wahrend 
die Lésung im Eisschrank nach 1 Woche praktisch keine Titeranderung 
zeigte. 

Tabelle VI. 








z Gefanden 2 Gefunden 
Tage mg-°/o Tage mg-°/5 
1 10,0 7 9.5 


5 9.8 10 8,2 
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7. Spezifitat der Bestimmung. 

Um die Spezifitaét der Methode zu priifen, wurden verschiedene 
Substanzen gepriift, die 2, 6-Dichlorphenolindophenol reduzieren, oder 
vielleicht wie Vitamin C reagieren kénnten. Die Resultate sind in Ta- 
belle VIL zusammengefaBt. Bei diesem Versuch wurden die Substanzen 
in 2% iger Metaphosphorsaurelésung gelést. Saure Lésungen wurden 
vor dem Zusatz der Metaphosphorsaure mit NaOH neutralisiert. 


Tabelle VII. 





Substanz Farbenreaktion Bemerkungen 
eka vet Himmelblau Sebr schwach im Vergleich zu 
” Ascorbinséure. Die Farbe von 


100 mg-°/9 Cystein entspricht der 
von 3mg-° , Ascorbins&ure 
Redukton (Glucose, 
Fructose) ... Sofort nach Zusatz blau- Entfairbt sich innerhalb 1 Min. 
grin, wird aber sogleich gelb 
(Farbe des Reduktons selbst) 


Adrenalin . . . .  Sofort nach Zusatz dunkel- 
blau, wird aber bald orangerot 
Dioxyaceton*. . . Uber 250 mg-% griinlich; Entfirbt sich innerhalb 2 Min. 
innerhalb 25 mg-%, keine 
Farbe 
Methylglyoxal* . . Uber 40 mg-% blaulich; 
innerhalb 10 mg-% farblos 
Harnsaure . . . .  Gesattigte Losung; Spur blau 
Hydrochinon .. . Griin, aber sofort entfarbt Sofort nach dem Mischen Ent- 
. fiarbung; Spur wird orangerot 
Resorcin. .... Unter 100 mg-°,, farblos Uber 1°/ griinlich, aber inner- 
halb 2 Min. gelblich 
Brenzeatechin . . Gelb 
aaa aie Bla8 rotbraun 
Pyrogailol er ad Grin —~» gelb Innerhalb 2 Min. in Gelb iiber- 
gehend 
Gallussiure. . . . Griin — gelb 
Gerbsaure .... Griin — gelb 
Thioglykolsaure. . Gelb 


* Wir verwendeten kein reines Praparat. 


Aus der TabelleVII ersieht man, daB nur Cystein eine ahnliche blaue 
Farbe wie Ascorbinsaéure zeigt. Die Farbe ist aber im Vergleich zu 
Ascorbinséure bedeutend schwacher und kommt praktisch kaum in 
Betracht. Redukton, welches 2, 6-Dichlorphenolindophenol leicht 
reduziert, zeigt eine griine Farbe, die aber sehr schnell verschwindet. 
Phenole, die den Farbstoff ebenfalls reduzieren (Pyrogallol, Hydro- 
chinon, Resorcin, Brenzeatechin, Orcin, Adrenalin usw.), zeigen eine 
von Vitamin C ganz abweichende und meist schnell verschwindende 


20+ 
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Farbe. AuBer den genannten priiften wir noch folgende Substanzen mit 
negativen Ergebnissen: Glucose, Fructose, Saccharose, Na-Pyruvat 
Aceton, Acetaldehyd, Glycerinaldehyd, Kreatinin, Glutathion, Phloro- 
glucin, «-Naphthol', Guajakol! (weiBlich getriibt), Morphin! (mit 
Wolframreagens allein weiBlich getriibt), Phenol?, Kresol?, Thymol?, 
Salicylsiure*, Tyrosin? und Benzaldehyd?. 


8. Vergleich der Vitamin C-Werte von tierischen Geweben nach der kolori- 
metrischen Methode mit der Bestimmung mittels Indophenol. 

Aus den letztgenannten Versuchen geht hervor, daB die hier be- 
schriebene kolorimetrische Methode wenigstens beziiglich einer groBen 
Reihe bekannter Substanzen spezifisch fiir Vitamin C ist. Um zu 
priifen, ob es unbekannte Substanzen gibt, die wie Vitamin C rea- 
gieren kénnten, haben wir den Vitamin C-Gehalt von verschiedenen 
Organen zugleich nach der Indophenolmethode und kolorimetrisch 
bestimmt. 

Nach Harris? ist in Jensen-Sarkom eine Substanz enthalten, die 2, 6-Di- 
chlorphenolindophenol reduziert und kein Vitamin C ist. Sie soll etwa 
zwei Drittel von der den Farbstoff reduzierenden Substanz ausmachen. 
Nach Borghi und Ditto* hat der Extrakt von Ehrlich-Carcinom von Mausen 
keine antiskorbutische Wirkung. Bolyand® berichtet, daB in Jensen-Sarkom 
viel Substanz ist, die zwar stark reduzierend wirkt, aber kein Vitamin C 
ist, wahrend es in manchem Rattensarkom, sowie in Mausecarcinom und 
Gefliigelsarkom sehr wenig enthalten ist. Nach Young und Mitolo® gibt 
es im Gehirn eine Substanz, die kein Vitamin C ist und trotzdem 2, 6-Di- 
chlorphenolindophenol reduziert. 


Wenn unsere Methode fiir Vitamin C spezifisch ist, miiBten die 
gemessenen Werte bei den genannten Geweben kleiner als die mit 
2, 6-Dichlorphenolindophenol gemessenen ausfallen. Wir verwendeten 
Fujinawa-Sarkom? und zum Vergleich das Bashfordsche Adeno- 
carcinom, Flexner-Carcinom, Kato-Sarkom, sowie normale Gewebe. 
Die Resultate siehe in Tabelle VIII. 

Die Verdiinnung der Organe ist je nach dem Vitamingehalt verschieden. 
Meist waren sie 10- bis 20fach verdiinnt. Standardlésungen der Ascorbin- 
siure waren 1,0 bis 2,0 mg-%. Die Organe sind in der Tabelle ungefaihr 
nach der GréBe der indophenolometrisch bestimmten Werte angeordnet. 
Zwei Zahlen desselben Organs zeigen die Resultate von verschiedenen 
Individuen. 


| Positiv fiir Harnsaéurereagens von Folin-Denis. — * Positiv fiir 
Phenolreagens von Folin-Denis. — * Nature 182, 605, 1933. — 4 Zeitschr. 
f. Krebsforsch. 40, 293, 1934. — ° Biochem. J. 27, 802, 1933. — ® Nature 
133, 572, 1934. — 7 Da wir keinen Stamm von Jensen-Sarkom bekommen 


konnten, haben wir Fujinawa-Sarkom verwandt, das sich dem Jensen- 
Sarkom sehr ahnlich verhilt. 
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Tabelle VIII. 





Vitamin C von 


Ver- Vitamin C-Werte den indopheno- 
pan diin- (mg-°/o) lometrisch 
Organe Pier ry ea reonncaen . bestimmten 
ue | indopheno- colori- Werten 
Filtrats lometrioch en 0), 
Nebenniere ..... Meer- 50 79.3 24,1 30,4 
schweinchen 
| Sa eS ene Pferd 10 58,3 46,0 79 
UN 5 As es, Ratte 20 50,4 50,8 ~ 100 
Fujinawa-Sarkom . . - 15 46,7 31,7 67.9 
. wok i 15 26,6 21,1 79,4 
ae. 4 Ses a 15 40.6 32.2 79,5 
Re ag eee i 15 40,4 40,3 ~ 100 
‘ pcs hau ae Spine) Gua ‘ 1¢ 23,6 20,8 88 
Leber . Rye ey a 20 35,6 23,9 67 
ee ke eel é 10 30,0 28,2 94 
es 6 ‘ 15 29,8 13,8 46,2 
ale Rh raat eel ie A a 10 21,1 13,2 62,6 
Augenkammerwasser . Pferd 10 23,5 22,6 96 
Bashford-Carcinom . . Maus 20 18,9 19,3 ~ 100 
Flexner-Carcinom . . Ratte 20 17,8 17,6 ~ 100 
Kato-Sarkom ... .. Kaninchen 15 13,0 12,4 95,5 
| Sage aa age: Ratte 15 10,8 2,7 24,6 
Lunge “ 15 7,5 5.8 77,5 


Wie ersichtlich, stimmen die beiden Werte bei manchen Organen 
ziemlich gut iiberein, wahrend bei anderen die kolorimetrischen Werte 
bedeutend kleiner sind. In keinem Falle waren aber die kolorimetrischen 
Werte deutlich gréBer. Bei Fujinawa-Sarkom sind danach ungefahr 
70% und bei Gehirn ungefihr 80%, der indophenolometrisch — be- 
stimmten Werte Vitamin C, das iibrige ist eine andere Substanz. Un- 
erwartet ist der Wert der Nebenniere, die indophenolometrisch sehr 
groBe Werte gibt, aber kolorimetrisch werden nur 30°, davon als 
wahrer Gehalt an Vitamin C erhalten. Ferner ergab es sich, daB das 
Vitamin C bei Herz ungefahr 25°, Lunge 78%, Leber 67%, Niere 50%, 
Linse 79°, der Werte ausmacht, die mit der alteren Methode erhalten 
werden. Aus einem Versuch, bei dem die Tiere selbst nach Zusatz von 
taglich 2,0 g Linse zur Skorbutdidt nicht langer lebten als die Kontroll- 
tiere, schloB Evans!, daB Linse sehr kleine Mengen Vitamin C enthalt. 
Nach Birsch und Dann? ist dieser SchluB nicht richtig, da die Tiere 
nach Fiitterung mit Linse durch deren Toxitat sterben, weshalb der 
Tod der Tiere kein Zeichen des Vitaminmangels sein soll. Sie haben mit 
Rinderlinse nach der Zahnschutzmethode nachgewiesen, daB nur zwei 


1 Nature 134, 180, 1934. — 2 Biochem. J. 28, 638, 1934; Nature 134, 
383, 1934. 
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Dritte] der indophenolometrisch bestimmten Werte wahres Vitamin C 
sind. Dies stimmt mit unserem kolorimetrischen Befund ungefaéhr 
iiberein. 

Zusammenfassung. 

Es wurde eine Vorschrift zur quantitativen kolorimetrischen Be- 
stimmung von Vitamin C und die verschiedenen Bedingungen hierzu 
beschrieben. Die Methode ist fiir Vitamin C spezifisch und die ent- 
standene blaue Farbe der Konzentration genau proportional. Die 
Methode ist leicht und einfach ausfiihrbar und bedarf keiner besonderen 
Chemikalien. Durch Vergleich mit den indophenolometrisch bestimmten 
Werten kann man erkennen, daB die indophenolometrisch bestimmten 
Werte nicht immer richtige Vitaminwerte zeigen. In Organen, in denen 
bisher das Vorhandensein von Substanzen vermutet wurde, die kein 
Vitamin C sind, trotzdem sie 2, 6-Dichlorphenolindophenol reduzierten, 
ergeben sich mit der kolorimetrischen Methode immer kleinere Werte. 
Neu erwiesen wurde das Vorhandensein solcher Substanzen in Leber, 
Lunge, Niere, Nebenniere und insbesondere auch in Herz. Ob es 
trotzdem noch unbekannte Substanzen auBer Vitamin C gibt, die bei 
unserer Methode mitbestimmt werden, ist zukiinftigen Untersuchungen 
iiberlassen. Es ware erwiinscht, wenn die Vitaminforscher die Ergeb- 
nisse ihrer Tierversuche mit denen unserer kolorimetrischen Bestimmung 
kontrollieren wollten. 




















Kataphoretische Untersuchungen iiber die Bindungsverhiltnisse 
des Cholesterins im Blutserum. 
Von 
Olof Mellander. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Upsala.) 
(Eingegangen am 5. Marz 1935.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Schon lange hat man angenommen, da das Plasmacholesterin 
wenigstens teilweise an EiweiB gebunden ist. In bezug auf das Mengen- 
verhaltnis zwischen freiem und an EiweiB gebundenem Cholesterin gehen 
indessen die Ansichten auseinander. Auch ist man nicht dariiber einig, 
an welcher Fraktion des EiweifBes das Cholesterin hauptsichlich ge- 
bunden ist. Die meisten diesbeziiglichen Untersuchungen sind derart 
ausgefiihrt, daB zunadchst die verschiedenen EiweiBfraktionen durch 
Neutralsalze bzw. Dialyse ausgefallt wurden. Dann wurde der Chole- 
steringehalt der so gewonnenen EiweifBfaillungen bestimmt (Bang!, 
Gardner und Gainsborough?, Handowsky, Lohmann und Bosse*, Theo- 
rell4, Lustig und Katz ®, Frankenthal ®). Meist wurde dabei der gebundene 
Anteil des Cholesterins bei der Globulinfraktion angetroffen. Nach 
Theorell* und nach Lustig und Katz® ist jedoch die Hauptmenge des 
Cholesterins in der Albuminfraktion zu finden. Es ist nun aber ein- 
leuchtend, daB die Mitfallung des Cholesterins mit der einen oder anderen 
EiweiBfraktion bei Aussalzung oder Dialyse nichts Sicheres tiber die 
Bindungsverhaltnisse des Cholesterins im nativen Plasma besagen kann. 

In der letzten Zeit hat Bennhold* * das Problem durch Kataphorese- 
versuche zu lésen unternommen. Nach Anfarbung des Cholesterins mit 
Sudanrot und des Albumins mit Naphtholgelb hat er Blutserum der 
Kataphorese unterworfen. Dabei wanderte, in Ubereinstimmung mit 
Theorells® Resultaten, Albumin schneller als Globulin nach der Anode zu. 
Es entstand dadurch eine globulinfreie Albuminzone, die auf Grund der 
fehlenden Sudanfairbung auch als cholesterinfrei angesehen wurde. Die 
Grenze der Sudanfarbung fiel an der Anode mit der Globulingrenze zu- 
sammen. Hieraus schlieBt Bennhold, daf das Cholesterin des Serums an 
Globulin gebunden ist. Eine starkere Beweiskraft kann wohl diesen mehr 
qualitativen Versuchen indessen kaum beigemessen werden. 





1 Diese Zeitschr. 90, 383, 1918. — *? Biochem. J. 21, 141, 1927. 3 Pflii- 
gers Arch. 210, 63, 1925. — 4 Diese Zeitschr. 175, 297, 1926. > Ebenda 
231, 42, 1931. — ® Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 42, 501, 1925. — 7 Ergebn. 


d.inn. Med. u. Kinderheilkde. 42, 342, 1932. — ® Kolloidzeitschr. 62, 129, 1933. 
— ® Diese Zeitschr. 223, 93, 1930. 
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Die vorliegende Arbeit ist unabhangig von Bennholds Versuchen be- 
gonnen und durchgefiihrt worden. Zur Verfiigung stand eine Apparatur, 
die in zahlreichen Punkten gegeniiber der von Bennhold benutzten 
Vorteile bot, namlich der von Theorell! angegebene Kataphorese - 
apparat. Ziel meiner Untersuchung war es, die Wanderung des Chole- 
sterins, Albumins und Globulins im elektrischen Felde durch quanti- 
tative chemische Analyse zu verfolgen, um dadurch AufschluB iiber die 
eventuelle Bindung des Cholesterins an die EiweiBkérper zu erhalten. 


Kurze Beschreibung der Apparatur und Methodik. 


Das U-Rohr des Kataphoreseapparates besteht aus einem U-formigen 
Bodenstiick B (Abb. 1), auf dessen plangeschliffene Enden abwechselnd 
Hartgummischeiben und hohlzylindrische Glaszellen so gelagert werden, 
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Abb. 1. Abb. 2. 


daB ein U-Rohr gebildet wird. Die 0,3 mm dicken Hartgummischeiben, die 
um die Achse A rotiert werden kénnen (Abb. 1), sind je mit zwei den Glas- 
zellen entsprechenden Léchern versehen. Durch Verdrehen der Hartgummi- 
scheiben kann jede Glaszelle von den angrenzenden abgeschlossen werden. 
Das Volumen einer Zelle betragt rund 2 cem, nur die zwei obersten Zellen 
fassen’ jede rund 7cem. Die Zellen werden entsprechend Abb. 1 benannt. 

Die Versuchslésung wird bis ein wenig iiber die Grenze zwischen den 
Zellen 4 und 5 in den Apparat gefiillt. Die Hartgummischeibe zwischen 
diesen Zellen, die ,,Schichtungsscheibe‘‘, wird zugedreht und die dariiber 
stehende Versuchslésung wird weggewaschen. An die beiden obersten 
Zellen wird ein Paar unpolarisierbarer Chlorsilberelektroden nach Tiselius? 
angeschlossen (Abb. 2a). Das ganze System iiber der ,,Schichtungsscheibe‘‘ 
wird mit einer Ringerlésung als Seitenfliissigkeit gefiillt. Diese Ringer- 
lésung war auf gleiche Leitfahigkeit und gleiches py eingestellt, wie die 
Versuchslésung. Sie ist durch Bicarbonat-Saure gepuffert. In den Elektroden- 
gefaBen wird die Seitenfliissigkeit so weit mit gesattigter Kaliumchlorid- 
lésung unterschichtet, da die Chlorsilberelektroden ganz von Kalium- 
chlorid umgeben sind. Um jede Méglichkeit einer Diffusion von Kalium- 
chlorid in das U-Rohr zu vermeiden, wurde bei den meisten Versuchen 

1 Diese Zeitschr. 275, 1, 1934. — * Nova Acta Regiae Soc. Scient. 
Upsaliensis Ser. IV, 7, Nr. 4. 
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zwischen dieses und die Elektrodengefafe noch ein Paar GefaBe eingeschaltet 
(Abb. 2b). 

Nach der Auffiillung von Seitenfliissigkeit wurde die ganze Apparatur 
in einem Wasserbad von + 20° (+ 0,1°) aufgestellt, wo sie zum Temperatur- 
ausgleich waihrend !/, bis 1 Stunde vor Beginn des Versuchs verblieb. Nun 
wurde die ,,Schichtungsscheibe" vorsichtig geéffnet, wodurch eine scharfe 
Grenzflache zwischen Seitenfliissigkeit und Versuchslésung geschaffen 
wurde. Die beiden Ringe, die der ,,Schichtungsscheibe*: anliegen, sind so 
konstruiert, da dabei kein Wasser aus dem Wasserbad in die Apparatur 
dringt. Nachdem also Kommunikation zwischen den Elektrodengefaen 
durch das U-Robr hergestellt war, wurde eine Spannung an die Chlorsilber- 
elektroden angelegt. Als Stromquelle benutzte ich das Lichtnetz von 
220 Volt. Um vorkommende Spannungsvariationen zu eliminieren, wurde 
eine ausgemessene Regulatorréhre (Philips, 1904) eingeschaltet. 

Die Versuche wurden abgebrochen, wenn die EiweiBgrenze die beab- 
sichtigte Héhe im Anodenschenkel erreicht hatte. Gewéhnlich wurden 
ein oder zwei Zellen der Anodenschenkel eiweiBfrei gelassen. (Als eiweibfrei 
wird eine Zelle bezeichnet, deren Inhalt negative Sulfosalicylsiureprobe 
gibt.) Nach beendetem Versuch wurden die Scheiben vorgedreht. Das 
U-Rohr wird dadurch in Zellen eingeteilt, die dann nach dem Herausnehmen 
der Apparatur aus dem Wasserbad auspipettiert wurden. Die Fliissigkeit 
des Endstiickes wird erst nach der Durchmischung analysiert. Beziiglich 
der naiheren Einzelheiten der Apparatur sei auf die Arbeit von Theorell! 
verwiesen. 

Cholesterinanalysen. 1 cem des mit Ringerlésung auf das doppelte 
Volumen verdiinnten Zellinhalts wurde 4 Stunden lang im Sozhlet- 
Apparat mit 96° igem Alkoho] extrahiert. Der Inhalt von eiweifbfreien 
Zellen wurde nicht im Soxhlet extrahiert, sondern nur mit Alkohol- 
Ather (3: 1) gekocht und nach dem Eindampfen im Vakuum in Chloro- 
form gelést. Die von Theorell? beschriebene Methode mit Ablesung im 
Stufenphotometer wurde angewandt (Liebermann-Burchard-Reaktion). 

Eiweipbestimmungen. Die von Theorell und Widstrém? ausge- 
arbeitete Methode zur Bestimmung der Eiweiffraktionen wurde ver- 
wendet. Die Stickstoffanalysen erfolgten nach 7’. T'corells* Hypobromit- 
methode. Es wurden stets drei Parallelbestimmungen durchgefihrt. 

Versuchsmaterial. Als Versuchsmaterial diente Serum, aus Blut 
durch Defibrinieren mittels Glasperlen und Zentrifugieren gewonnen. 
In einigen der letzten Versuche ist durch Spontangerinnung des Blutes 
erhaltenes Serum verwendet worden. Die py-Messungen sind mit der 
Glaselektrode ausgefiihrt worden. 


Versuch 1. 


Material: Pferdeserum, py 7,74, Leitfahigkeit 1,03 .10-°. Analysen- 
i d 

resultate: GesamteiweiB 6,05%, Albumin 2,94%, Globulin 3,11%, Chole- 

sterin 0,73°/9). Die an den Elektroden angelegte Spannung betrug 60 Volt. 


1 Diese Zeitschr. 275, 1, 1934. — 2 Ebenda 223, 9, 1930. — * Zeitschr. 
f. d. ges. exper. Med. 75, 692, 699, 1930. — 4 Acta medica Scandinav. 68, 
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Das berechnete Potentialgefaille war etwa 1,22 Volt/em. Die Stromstarke 
war 30 Milliamp. Versuchsdauer 6 Stunden 50 Minuten. Die Schichtungs- 
scheibe lag zwischen den Zellen 4 und 5 

Die Analysen gaben folgende Resultate (SS. bedeutet Sulfosalicylsaure- 
probe. Eingeklammerte Werte sind nicht sicher). Siehe auch Abb. 3. 


Tabelle I. 





Chole- Chole- Chole- 


Zelle Ss. ‘os | Albumin Clebalia a ie sterin/Al-| sterin 
OI lo 0}, oo Zelle bumin  /Globulin 
+ 0 — 0,00 0,00 0,00 | O18 0,36 
+1 oe 0,17 0, 17 0,00 | 0,45 1,06 2,6 
+2 a 1,84 1,65 0,19 0,60 1,47 0,4 8,2 
+ 3 oe 2,84 i, 99 0,85 0,42 0,97 0,2 0,5 
+4 + 3,29 1,55 1,74 0,54 1,29 05... } . O8 
+5 + 6,39 2,56 3,83 0,73 1,75 0,3 0,2 
+6 + 5,82 (8,27) (2,55) 0,62 1,50 0,2 0,2 
+7 + 6,75 3,37 3,38 0,71 1,72 0,2 0,2 
Boden- 
stiick am 5,74 2,94 2,80 | 0,82 23,53 0,3 0,3 
—0 — 0,00 0,00 0,00 0,00 
—1 || — | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 
oe — 0,00 0,00 0,00 0,00 


—i — 0,00 0,00 0,00 0,00 





—4 — 0,00 0,00 0,00 0,00 
—5 oa 1,17 0,52 0,65 0,00 
—6 + 3,65 0,90 2,75 0,41 0,99 0,5 0,1 
—7 + 6,07 3,28 2,79 0,71 1,67 0,2 0,3 
e's 
—— Cholesterin o- + sf, 
3 ~e=——Aloumin ~*~ ote x = 25 Say EES 
—-— Globulin lp “| Ta 
17 be j—__—_+— a =e sited 


% LiweiB 
%o Cholesterin 


ie 


















1 
i wt 
Oa a & a 0 a ae le aD 
Zelle 
Abb. 3. 


Das Vorkommen von Cholesterin in der eiweiBfreien Zelle + 0 
beweist das Vorkommen von negativ geladenem Cholesterin im Serum, 
das bei pu 7,74 eine gréBere Wanderungsgeschwindigkeit besitzt als 
Albumin. Wenigstens ein Teil des Serumcholesterins existiert also in 
freier, nicht an EiweiB gebundener Form. Die Menge des in Zelle + 0 
gefundenen Cholesterins betragt 1,14°% der totalen Cholesterinmenge. 
Die Analyse des Inhalts von Zelle — 5 zeigt, daB cholesterinfreies Serum- 
eiweiB von sowohl Albumin- als auch Globulincharakter durch Kata- 
phorese erzeugt werden kann. Sowohl die Cholesterin/Albumin- wie die 
Cholesterin /Globulin- Quotienten variieren betrachtlich. Die Albumin- 
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konzentration zeigt einen stufenartigen Abfall nach der Anode zu mit 
einem deutlichen Knick in Zelle + 4 (Abb. 3). Im Inhalt von Zelle + 1 
wurde eine Lipoid-Phosphorbestimmung ausgefiihrt, um eventuell 
Phosphatide nachzuweisen, die schneller als das Albumin wandern. Es 
wurde indessen kein Lipoid-Phosphor gefunden. 


Versuch 2. 


Material: Kuhserum, py 7,80, Leitfahigkeit 1,07.10-*. Analysen- 
resultate: GesamteiweiB 7,12°), Albumin 3,01%, Globulin 4,11 %, Chole- 
sterin 1,43°/5). Die an den Elektroden angelegte Spannung betrug 200 Volt. 
Das berechnete Potentialgefaille war etwa 0,74 Volt/em. Stromstarke 
19 Milliamp. Versuchsdauer 10 Stunden. Die Schichtungsscheibe lag zwischen 
den Zellen 4 und 5. Die Analysen gaben folgende Resultate (siehe auch 
Abb. 4). 


Tabelle II. 





Chole- 


Gesamt- Alp . F Chole- Rca Chole- Chole- 

= - Albumin Globulin ‘ » ‘ ‘ 

Zelle Ss. eiweif sterin pong ting sterin/Al-| _sterin 
oF " 0), Jo, Zelle bumin | /Globulin 




















+0 — 0,00 0,00 0,00 0,02 0,14 
ae: ig 0,62 0,44 0,18 0,36 0,84 0,8 2,0 
+2 al 1,98 1.58 0,40 1,07 2.63 0,7 2.6 
+3 + 2.06 0,99 1,07 0,91 2,29 0,9 0.9 
4 + 2.60 1,05 1,55 0,99 2,33 0,9 0.6 
+5 a 5,48 2.07 3,41 0,77 1,85 0,4 0,2 
+6 + 6,76 3,02 3,74 1,40 3,38 0,5 0,4 
+7 + 7,20 2.08 5,12 1,39 3,26 0,7 03 
Boden- 
stiick ote 7,06 2.08 4,98 1,18 32,43 0.5 0,2 
—0 — 0,00 0,00 0,00 0,00 
—1 _ 0,00 0,00 0,00 0,00 
a J 0,00 0,00 0,00 0,00 
—3 — 0,00 0,00 0,00 0,00 
—4 ~~ 0,00 0,00 0,00 nis 
—5 a 0,34 0,00 0,34 | Spuren 
— 6 + 2,82 0,00 2,82 0,17 0,39 0,06 
—7 = 5,92 1,09 4.83 1,07 2,60 0.9 0,2 
63 7 
5 a 
Cholesterin a ba, 
#S2 |————Albumin + ee ee A t } 
& £ —-— Globulin > ood \ 
RY P 
278 
28s 
& 3 
2&7 
7 
e's 
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Die obigen Analysenresultate stimmen mit denen in Versuch 1] gut 
iiberein. Auch hier wurde eine gewisse Menge von dem Albumin voraus- 
wandernden Cholesterin nachgewiesen. Seine Menge war jedoch ge- 
ringer als in Versuch 1 und machte 0,23 °% der totalen Cholesterinmenge 
aus. In Zelle — 5 wurde praktisch cholesterinfreies Globulin gefunden. 
Bei der Betrachtung der graphischen Darstellung der Ergebnisse dieses 
Versuchs fallt sogleich die nahe Parallelitét der Albumin- und Chole- 
sterinkurven auf (Abb. 4). Diese Parallelitat braucht aber selbstver- 
staindlich nicht auf eine Bindung von Cholesterin an die Albuminfraktion 
hinzudeuten. Die Cholesterin/Albumin- sowie Cholesterin/Globulin- 
Quotienten variieren auch in diesem Versuch betrachtlich. Die Albumin- 
konzentrationskurve hat auch hier einen gegen die Anode zweistufigen 
Verlauf. 

Kinen ausgesprochenen zweistufigen Konzentrationsabfall nach der 
Anode zu zeigt das Albumin gleichfalis in dem weiter unten in Tabelle II] 
und Abb. 5 wiedergegebenen Versuch, bei dem die Cholesterinanalysen 
miBlangen. 

Versuch 3. 

Material: Pferdeserum, py 7,75, Leitfahigkeit -1,03.10~-*. Analysen- 
resultate: GesamteiweiB 7,95 %, Albumin 4,30 %, Globulin 3,65°. An den 
Elektroden angelegte Spannung 55 Volt. Das berechnete Potentialgefille 
war etwa 1,22 Volt /em. Stromstarke 30 Milliamp. Versuchsdauer 10 Stunden 
10 Minuten. Die Schichtungsscheibe lag zwischen den Zellen 4 und 5. 


Tabelle III. 




















Zelle Ss. po nee Albumin Globulin} Zone Ss. pe na Albumin | Globulin 
0/5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
ay -}. 0,49 0,49 0,00 —0 — 0,00 0,00 0,00 
+1 + 2,20 2,13 0,07 —1 ~ 0,00 0.00 0,00 
oat * + 2,20 1,87 0,33 2 0,00 0,00 0,00 
+3 oa 2,76 1,62 1,14 —3 -~ 0,00 0,00 0,00 
+4 ; 8,94 1,74 2,20 —4 —_ 0,00 0,00 0,00 
+5 + 6,23 | 3,39 2,84 —5 - 1,76 0,00 1,76 
+6 sp 7,24 3,71 3,53 —6 + 4,05 0,83 3,22 
+7 + 7,86 8,24 4,62 —7 - 6,61 Analyse 
Boden- unvollstandig 
stiick + 7,84 3,96 3,88 
‘ A 
y ~~~ Albumin | Tien men Bs L 
—-—Gobuiin | er ae aN 
Ry me POR Eee fp — = Ss CRs ta Ee 
‘, * gs Lf \ h, 
. / TSt5 7% + % 
7/- A 4 fall 4 1 } 1 1 i Tee 
g Pal Ys | 
0 omen 
0 +f 2 0 67 ib F 6 8 
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Abb. 5. 
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In zwei weiteren Versuchen mit Pferde- bzw. Kuhserum (Ver- 
such 4 und 5, vgl. Tabelle 1V), wo nur die Zellen der Anodengrenz- 
schicht analysiert wurden, konnte gleichfalls das Vorkommen von 
ungebundenem, dem Albumin vorauswanderndem Cholesterin kon- 
statiert werden. Nur in einem Versuch mit Kuhserum (Versuch VIII) 
wurde kein solches Cholesterin gefunden. Es wurden auch vier gleich- 
artige Versuche mit Menschenserum angestellt. In allen diesen wurden 
Spuren von Cholesterin in den eiweiBfreien Zellen an der Anodenseite 
gefunden. Bei den meisten von diesen Versuchen fand sich auf der 
Anodenseite eine globulinfreie Zelle, die sowohl Albumin als auch 
Cholesterin enthielt. Die Resultate der Versuche sind in Tabelle [IV mit 
den entsprechenden Werten aus Versuch 1 und 2 zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





Kataphorese Nr. : I Il IV V VI Vil Vil IX xX 
' Pferd Kuh Pferd Stier Mensch Mensch Kuh Mensch Mensch 


mg Cholesterin 

in verw. Ma- 

terial . . . 31,47 61,64 (43,00) 50,86 56,03 
mg Cholesterin 

in eiweibfr. 


Zellen. . .) 0,386; 0,14 0,41 0,24 Spur Spur 0,00 Spur Spur 
In % des ges. 

Cholesterins 1,14 0,23 0,95 0,47 0,00 
Zeit. . . . . 6550’; 105 | 5h 50’ | 7h 20’ |10 45’ 7530’ «5h = 8h 25’ | 5b 15’ 
Milliamp. . . 30 19 20 14 20 19 19 19 23 


Volt/em, etwa 1,22. 0,74 0,90 049 080 > 0,76 O80) 0,76 0,92 


Diskussion. 

Mit einer so konzentrierten Eiweiblésung wie Serum ist natiirlich 
keine ideale Kataphorese durchfiihrbar. Da sich wahrend der Kata- 
phorese sowohl py als Leitfahigkeit in der von EiweiB durchwanderten 
Zone nicht ganz konstant halten, ist es nicht méglich, die Ionen- 
beweglichkeit der wandernden Substanzen zu berechnen.  Solche 
Bestimmungen wurden auch mit diesen Versuchen nicht beabsichtigt 
— sondern nur eine méglichst schonende Trennung von EiweiB und 
Cholesterin. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB ein Teil des Serumcholesterins 
durch Kataphorese vom SerumeiweiB getrennt werden kann und also 
frei oder héchstens in sehr loser Verbindung mit diesem im Serum vor- 
liegt. Der frei von EiweiB erhaltene Anteil des Gesamtcholesterins war 
nicht groB. Allerdings kann natirlich nicht angenommen werden, dab 
bei der hier verwendeten Versuchsanordnung alles freie Cholesterin beim 
SchluB der Versuche bereits in den eiweiBfreien Anodenzellen angelangt 
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war. Selbstverstandlich findet sich ein groBer Teil davon noch in den 
eiweiBhaltigen Zellen. Uber die Gréfe des nicht an EiweiB gebundenen 
Cholesterinanteils im nativen Serum kénnen diese Versuche daher keinen 
AufschluB geben. Sowohl in Versuch 1 als auch in Versuch 2 wurde an 
der Kathodenseite eine cholesterinfreie Globulinzone gefunden, in 
Versuch 1 war die letzte, auf der Kathodenseite noch Albumin ent- 
haltende Zelle frei von Cholesterin. An der Anodenseite fand sich in den 
meisten Versuchen eine globulinfreie Zone, die Albumin und Cholesterin 
enthielt. Diese Ergebnisse zeigen 1., dab Bennholds Auffassung, daB bei 
der Kataphorese das Cholesterin dem Globulin sehr nahe folgt, nicht 
zutrifft, 2. daB weder die Globulinfraktion noch die Albuminfraktion 
als Ganzes eine bestimmte Menge Cholesterin bindet. Wenn Cholesterin 
im Serum in an EiweiB} gebundener Form vorkommt, so muB es an einer 
Teilfraktion des Albumins oder Globulins gebunden sein. Es sei in 
diesen Zusammenhang an den von Macheboeuf! aus Serum isolierten 
Albumin-Cholesterin-Phosphatid-Komplex erinnert. Meine . Versuchs- 
ergebnisse schlieBen aber nicht aus, daB alles Cholesterin in von Eiweib 
ungebundener Form im Serum vorkommt. Der zweistufige Konzen- 
trationsabfall des Albumins nach der Anodenseite kénnte zwei elektro- 
chemisch verschiedene Albuminfraktionen vortaéuschen. Grénwall? hat 
aus seinen Kataphoreseversuchen einen derartigen SchluB gezogen. In 
meinen Versuchen spricht gegen eine solche Deutung, daB die Zwei- 
stufigkeit nicht auch an der Kathode zu finden ist. Nach Theorell* 
spielt die Menge des freien, nicht an EiweiB gebundenen Cholesterins 
eine bestimmte Rolle fiir die Suspensionsstabilitat des Blutes. Das 
freie Cholesterin erhéht nach diesem Autor die negative elektrische 
Ladung der roten Blutkérperchen und wirkt dadurch stabilisierend. 
Diese Auffassung von Theorell findet in meinen Versuchen inso- 
fern eine Bestatigung, als dabei das freie Cholesterin stark anodisch 
wandért und also negativ geladen ist. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchung bezweckte das Studium der Bindungsver- 
haltnisse des Serumcholesterins an die EiweiBstoffe des Serums. Das 
Blutserum wurde der Kataphorese unterworfen. Die Wanderung des 
Cholesterins und der Hauptfraktionen des SerumeiweiBes wurde dabei 
durch chemische Analyse verfolgt. Die Durchfiihrung dieser Unter- 
suchung wurde durch Verwendung des von Theorell angegebenen 
Kataphoreseapparates erméglicht. 


' Bull. Soc. chim. biol. 11, 286, 485, 1929. — ? Arch. f. exper. Path. 
u. Pharm. 174, 544, 1933/34. — ® Diese Zeitschr. 223, 1, 1930. 
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Der zuerst von Theorell erhobene Befund, daB Serumalbumin und 
Serumglobulin sich kataphoretisch entmischen lassen, wurde bestatigt. 
In den meisten Versuchen lieB sich negativ geladenes Cholesterin mit 
groBerer Wanderungsgeschwindigkeit, als der des EiweiBes, nach- 
weisen. Wenigstens ein Teil des Serumcholesterins existiert also sicher 
in nicht an EiweiB gebundener Form. Uber die GréBe dieses Anteils 
geben die Versuche noch keinen AufschluB. Nach der Kataphorese 
wurde an der Anodenseite regelmaBig eine meistens globulinfreie, 
Albumin und Cholesterin enthaltende Zone gefunden. An _ der 
Kathodengrenzschicht wurde zweimal cholesterinfreies Globulin und 
einmal auch cholesterinfreies Albumin gefunden. Die Cholesterin 
/Globulin- und Cholesterin/Albumin- Quotienten variierten nach der 
Kataphorese in den verschiedenen Teilen der Serumsaule betrachtlich. 
Wenn Cholesterin in Serum iiberhaupt in Bindung mit EiweiB vor- 
kommt, so muB eine Bindung an eine Teilfraktion von Albumin 
oder Globulin vorliegen. 








Uber das Spektrum des Diphtherietoxins. 
Von 
F. Ottensooser, A. Krupski und F. Almasy. 


(Aus dem Schweizerischen Serum- und Impfinstitut Bern und dem Institut 
fiir interne Veterinirmedizin der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 15. Mdrz 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Lichtabsorption des Diphtherietoxins (1) (2) und der aus dem 
giftigen Kulturfiltrat erhaltenen Extrakte und Praparate (2) (3) (4) (5) 
ist im Spektralbereich von Rot bis Blau schon einigemal untersucht 
worden. Den Ubergang vom Violett zum Ultraviolett haben! erst jetzt 
Levaditi, Loiseau, Patc, Philippe und Haber (6) beriicksichtigt. Sie 
fanden im giftigen Kulturfiltrat eines Diphtheriebazillenstammes eine 
Absorptionsbande bei 4080 A, die in der unbeimpften Bouillon und in der 
mit einem nichtgiftbildenden Diphtheriebazillus beimpften Bouillon 
fehlte. Nach Ultraviolettbestrahlung des Toxins waren Giftwirkung und 
Bande verschwunden, wahrend bei Formaldehydeinwirkung, die _be- 
kanntlich das Toxin entgiftet, ohne ihm seine antigene Kraft weg- 
zunehmen, die Absorptionskurve fast unveraindert blieb. Aus diesen 
Beobachtungen leiten die Autoren einen Zusammenhang zwischen dem 
Gift und der Absorptionsbande her, der indessen nicht naher um- 
schrieben wird. 

Im Gegensatz zur Anschauung dieser Autoren erschien uns eine 
engere Beziehung zwischen der spezifischen Lichtabsorption des Diph- 
therietoxins im sichtbaren Spektrum und der Konzentration des Gifts 
sehr unwahrscheinlich, wahrend die Identitat des Farbstoffs mit dem 
Gift auf Grund folgender Uberlegungen vollends auszuschlieBen ist: 

1. Identisch kénnen Gift und Farbstoff schon deshalb nicht sein, 
weil die Toxin-Antitoxin-Flocken den Farbstoff nicht enthalten. In 
diesen friiher zur Schutzimpfung verwendeten ,,T. A. F.“‘, die bei der 
Absattigung von Toxin durch Diphtherieserum entstehen, ist das Gift 
vorhanden, der Farbstoff aber nicht. Auch wenn man die T. A. F. wieder 
auflést, finden sich keine Absorptionsbanden auBer den fiir das Serum 
charakteristischen (3) (7). 

2. Formoltoxoid, das als Schutzimpfstoff die T. A. F. fast ganz ver- 
drangt hat, wies in dem erwahnten Versuch (6) trotz vélliger Ungiftig- 


1 Abgesehen von einer kurzen Bemerkung [persénliche Mitteilung von 
Campbell-Smith an Coulter und Stone (2) iiber das Auftreten einer Bande 
bei 4100 Aj. 
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keit die Absorptionsbande noch auf. Aus dieser Beobachtung geht 
zunachst hervor, daB der Farbstoff mit der Giftigkeit nichts zu tun hat. 
Es ist unbewiesen, daB die Toxinmerkmale, die nach der Formaldehyd- 


einwirkung noch bestehen bleiben das spezifische Bindungs- und 
Flockungsvermégen und die antigene Wirkung den Farbstoffmerk- 


malen in der Resistenz gegen Formaldehyd oder andere Schadigungen 
gleichen: feinere Abstufungen dieser Einfliisse diirften wohl Unter- 
schiede ergeben. 

3. Die Befunde, daB der eine Diphtheriebazillenstamm sowohl Gift 
wie Farbstoff bildete, der andere weder Gift noch Farbstoff, kénnten 
auf Zufall beruhen. Wie Frei, Riedmiiller und Almasy (8) fanden, gibt es 
manche Bakterienarten, bei welchen sich die Atmungspigmente ver- 
schiedener ‘Stamme und sogar verschiedener Kulturen des namlichen 
Stammes als durchaus ungleich erweisen. Sollte daher eine engere Be- 
ziehung zwischen dem Gift und dem Farbstoff des Diphtherietoxins 
bestehen, so wiirde ihr Nachweis zunachst die Untersuchung mehrerer 
Toxine aus einem Stamm erfordern. Dann waren verschiedene Diphtherie- 
bazillenstimme und schlieBlich zur Kontrolle auch andere Mikro- 
organismen heranzuziehen. 

Die vorliegende Untersuchung betrifft die néachstliegende dieser 
Fragen: Wir haben Farbstoffgehalt und Giftgehalt verschiedener Toxine 
aus dem nimlichen Stamm verglichen. In Bestatigung der Angaben von 
Levaditi und Mitarbeitern fanden wir eine intensive Absorptionsbande 
bet etwa 4040 A (vgl. Abb. 1, Kurve 3). Unsere vier Toxine wiesen 
simtlich diese Bande auf. 

Farbstoffgehalt und biologische Aktivitdt gingen jedoch bei unseren 
Toxinen nicht parallel. Das erkennt man aus der folgenden Ubersichts- 
tabelle, worin die Farbstoffkonzentrationen den Flockungswerten und 
den tédlichen Dosen gegeniibergestellt sind. 


Ubersichtstabelle. 
Unabhangigkeit der biologischen Aktivitaét, die durch Flockungswert und 
tédliche Dosis gekennzeichnet ist, von der Farbstoffkonzentration, die durch 
den maximalen Wert des Extinktionskoeffizienten der Bande bei 4040 A 
wiedergegeben wird. Die Toxine sind nach steigendem Farbstoffgehalt 
angeordnet. 





Toxin: A B Cc D 
Farbstoffgehalt ...... 0,605 1,43 1,60 1,75 
Flockungswert ...... 25,0 27,5 22,5 35,0 


Dosis letalis minima fir 
Meerschweinchen von 250 g | 0,001—0,0095 0,001—0,0005 0,003 0,001 
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Demnach ist der Flockungswert bei dem farbstoffarmen Gift A 
ganz ahnlich wie bei den farbstoffreichen Giften B und C. Von A zu B 
indert sich sprunghaft nur der Farbstoffgehalt, nicht der Flockungs- 
wert; von C zu D nur der Flockungswert, nicht der Farbstoffgehalt. 
Bei C findet sich mehr Farbstoff aber ein kleinerer Flockungswert als 
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1 ----- E (Diphtherietoxin B), Schichtdicke = 1 em 
2 -r-+--- E (Leerbouillon B), =l1, 
3 -—---- E (Diphtherietoxin B) — E (Leerbouillon B), Schichtdicke = 1 em 
4 - E (Pyridinhimochromogen) nach Kuhn, Hand und Florkin. 0,20mg 


Hamin in 2cem n/10 NaOH + 0,5 cem Pyridin + 0,20 cem Natrium- 
hydrosulfitlisung (0,016 mg Nay S204). Schichtdicke = 0,1 em. 


bei D. Zwar hat D, das farbstoffreichste Gift, auch den héchsten 
Flockungswert, aber das fast ebenso farbstoffreiche Gift C hat den 


niedrigsten Flockungswert. 
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Auch zur Giftigkeit steht der Farbstoffgehalt nicht in Beziehung: 
Die beiden starksten Gifte A und B enthalten am wenigsten Farbstoff, 
das schwiachste Gift C enthalt sehr reichlich Farbstoff, bei dem an 
Farbstoff reichsten Priparat D ist die Giftigkeit nicht am héchsten. 

Unsere Ergebnisse widerlegen also die Vermutung von Levaditi und 
seinen Mitarbeitern, daB der durch die Absorptionbsande bei 4080 A 
angezeigte Farbstoff des Diphtherietoxins in einem besonderen Zu- 
sammenhang mit der biologischen Aktivitat stehe. 


Im sichtbaren Spektrum zeigten die von uns untersuchten Toxine noch 
zwei schwachere Banden bei etwa 5380 und 5720 A und im Ultraviolett 
zwei Banden bei etwa 3500 und 2650 A (Abb. 1 und 2). Das gemeinsame 
Auftreten der vier Banden 3500, 4040, 5380 und 5720 A weist darauf 
hin, daB der Farbstoff des Diphtherietoxins ein Hamochromogen ist, 
was Coulter und Stone auf Grund der von ihnen beobachteten zwei 
Banden bei 5380 und 5720 A bereits friiher annahmen. 

Der Vergleich der in Abb. 1 dargestellten Extinktionskurve 3 des 
Toxins mit der von Kuhn, Hand und Florkin (9) angegebenen Kurve 4 des 
Pyridinhamochromogens bestatigt in schéner Weise den Hamochromo- 
gencharakter des Toxinfarbstoffes. Die etwas verschiedene Lage der ein- 
ander entsprechenden Banden steht mit den bisherigen Erfahrungen iiber 
die Abhangigkeit der Bandenlagen der Hamochromogene von der 
Stickstoffkomponente in Einklang (vgl. 10). Auf Grund der Pyridin- 
hamochromogenkurve berechnet sich der Haimochromogengehalt unserer 
Toxine, ausgedriickt als Hamatingehalt, gréBenordnungsmaBig zu 
0,7 mg Hamatin pro 100 ccm, welcher Wert eine untere Grenze dar- 
stellen dirfte, da sich das Pyridinhimochromogen unter den bisher 
untersuchten Hamochromogenen durch seine besonders hohe Licht- 
extinktion auszeichnet. Da die Stickstoffkomponente des in den Toxinen 
enthaltenen Hamochromogens nicht bekannt ist, kénnte der Vergleich 
mit dem Pyridinhamochromogen gréBenordnungsmaBige Fehler in sich 
bergen, falls zufallig eine ungewéhnlich starke Abhangigkeit der Absorp- 
tionsintensitaét von der Stickstoffkomponente vorliegen wiirde. Dab 
unsere Toxine das Himochromogen fast ganz in ungespaltener Form 
enthielten, ging daraus hervor, daB nach Zusatz von Natriumhydrosulfit 
und Pyridin die Extinktionskurve unverandert blieb. Bei Anwesenheit 
von gespaltenem Hamochromogen, d.h. von freiem, reduziertem 
Hamatin und freier N-Verbindung, ware bei dieser Behandlung des 
Toxins eine Erhéhung der Absorptionsintensitat zu erwarten, weil an 
Stelle des im Sichtbaren schwach absorbierenden reduzierten Hamatins 
Pyridinhimochromogen entstehen muBte [vgl. z. B. (10)]. 

Beziiglich der Herkunft des Himochromogens im Diphtherietoxin 
sei lediglich darauf hingewiesen, daB aerobe und fakultativ anaerobe 
Mikroorganismen in der Regel hamochromogenartige Atmungsfermente 
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wie Cytochrom, Peroxydase, Katalase usw. enthalten (11) (8). Coulter 
und Stone (2) (4) haben die zwei langwelligen Banden des Toxins 
in Kulturfiltraten und angereicherten Priparaten beobachtet und 
in Beziehung zur biologischen Aktivitat bringen wollen; in ahnlicher 
Weise, wie es jetzt Levaditi und Mitarbeiter mit der Bande 4080 A ver- 
suchten. Gegen solche Beziehungen sprechen indessen Befunde von 
Campbell-Smith (3) sowie die weitgehende, von Hosoya, Tanaka und 
Kagabe (5) durchgefiihrte Trennung des Farbstoffs und des eigentlichen 
Giftes. Abgesehen von diesen,experimentellen Ergebnissen ist zu beriick- 
sichtigen, daB selbst dann, wenn der Nachweis eines parallelen Ganges 
des Farbstoff- und Giftgehalts einwandfrei gelange, lediglich der SchluB 
erlaubt ware, da die optimalen Bedingungen der Farbstoffbildung 
aihnlich sind wie die der Giftbildung. 


Versuche. 


Herstellung der Toxine. Bei Toxin C wurde die Methode von Ramon (12) 
mit unwesentlichen Abweichungen angewandt. Die Martinbouillon, fiir 
die drei Schweinemagen benutzt wurden, blieb nach der Beimpfung mit dem 
Park-Williams-Stamm (Or. 7/y,) 10 Tage bei 37°. — Bei den drei anderen 
Toxinen wurde die Nabrfliissigkeit mit je einem Schweinemagen hergestellt. 
Nach Marbe, Dimitriu und Stefanesco (13) wurde auBer Glucose noch Maltose 
zugesetzt und die Bebriitung nur 7 Tage vorgenommen. Eine Generation 
des Park-Williams-Stammes wurde fiir die Toxine C und D verwendet, 
eine spatere fiir die Toxine A und B. 

Farbstoff- (2) und Giftbildung (13) werden durch das Sauerstoff- 
angebot, also durch die Héhe der Bouillonschicht und die Gestalt der 
Kulturkolben, beeinfluBt. Daher sei erwaihnt, daB wir je % Liter Nahr- 
fliissigkeit in bauchigen 2-Liter-Flachkolben anwandten; die Kolben waren 
bis zum Hals 10 em hoch, ihre Bodenflache war 15cm breit, der gréBte 
Durchmesser an der Ausbauchung war 20cm. Die Fliissigkeitsschicht war 
21, em hoch. 

Von den Eigenschaften der Toxine sind Giftigkeit und Flockungswert 
in der Ubersichtstabelle angegeben. Die Flockungszeit im Thermostaten 
von 45 bis 50° war 1 bis 14/4, Stunden. Das py war bei Toxin C = 8,5, bei 
den drei anderen Toxinen = 8,7. 

Aujnahme der Extinktionskurven. Die Bestimmungen erfolgten nach 
der spektrophotometrischen Methode von V. Henri (14). Fiir die Toxine 
A und B haben wir die Toxinlésung (Kulturfiltrat) und die zugehérige 
filtrierte Leerbouillon getrennt aufgenommen (gegen Wasser als Vergleichs- 
fliissigkeit). Der Extinktionskoeffizient E (7) = : log 5 [em—!] des Toxin- 

0 

farbstoffs (s. z.B. Abb. 1, Kurve 3) wird bei diesem Vorgehen als Differenz der 
Extinktionskoeffizienten der Toxinlésung (Kurve 1) und der Bouillon 
(Kurve 2) naherungsweise erhalten. Bei der Aufnahme der Toxine C und D 
wurde die Leerbouillon direkt als Vergleichsfliissigkeit benutzt. Die 
Ordinaten der erhaltenen Extinktionskurven kénnen in beiden Fallen ohne 
groBen Fehler der Konzentration des Toxinfarbstoffs proportional gesetzt 
werden. 
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Im sichtbaren Spektrum arbeiteten wir mit einem Gitterspektro- 
graphen von Zeiss. Das ultraviolette Spektrum ist mit einem Hilgerschen 
Quarzspektrographen Type E 2 aufgenommen worden. Als Platten dienten 
Ilford panchromatic plates, soft gradation und Ilford Zenith. 


Zusammenfassung. 

1. Die Angaben von Levaditi und Mitarbeitern tiber eine Absorp- 
tionsbande im Diphtherietoxin, d.h. dem giftigen Kulturfiltrat, bei 
4080 A wird bestitigt: Die von uns untersuchten Toxine wiesen simtlich 
diese Bande auf. 

2. Der durch diese Bande angezeigte Farbstoff ist ein Himochromo- 
gen, da sein Spektrum zwischen 3400 und 6400 A mit dem des Pyridin 
hamochromogens sehr weitgehend iibereinstimmt. Dieser Befund 
bestatigt eine friihere Annahme von Coulter und Stone. 

3. Der Haimochromogengehalt der Toxine liegt, wenn der Vergleich 
mit dem Pyridinhaimochromogenspektrum zulissig ist, in der GréBen- 
ordnung von 0,7 mg-°,, Himatin. 

4. Der Farbstoffgehalt verschiedener Diphtherietoxine ging wedet 
dem Flockungswert noch der Giftigkeit parallel. Der Farbstoff steht 


daher nicht in naherer Beziehung zum eigentlichen Gift. 
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Uber den Kohlenhydratgehalt des Kollagens. 
II. Mitteilung zur Kenntnis des Kollagens'. 
Von 


Wolfgang Grassmann und Hans Schleich. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Eingegangen am 23. Mdrz 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer wichtigen Arbeit von Margrethe Serensen und G. Haugaard? 
ist die Orcinreaktion fiir die Ermittlung von Kohlenhydraten nach Art 
und Menge ausgebildet und ihre Brauchbarkeit zur Bestimmung der in 
den Proteinen gebundenen Kohlenhydrate erwiesen worden*®. Im 
Rahmen unserer gegenwartigen Untersuchungen iiber die EiweiB- 
bestandteile der tierischen Haut haben wir uns die Aufgabe gestellt, mit 
Hilfe dieser Methodik Art und Verteilung der Kohlenhydrate in der Haut 
kennenzulernen. Es ergab sich, daB die Kohlenhydrate der Haut 
mindestens der Hauptsache nach dem Faserkollagen selbst und nicht 
irgendwelchen mucoidartigen Begleitstoffen zugehéren, und es gelang 
uns, Einblick in Art, Menge und Bindungsart dieses Kollagenanteils 
zu gewinnen. 

Die Durchfiihrung einer derartigen Untersuchung schien uns, ab- 
gesehen von der rein eiweiBchemischen Seite des Problems, auch fiir 
das Verstandnis der fiir die Gerberei wesentlichen Vorginge des Ascherns 
und Beizens wichtig. Behandelt man tierische Haut einige Tage mit 
Kalkwasser, so tritt Schwellung ein, die Oberhaut wird gelockert, und 
es ist’dann méglich, die Haare miihelos mechanisch zu entfernen. Die 
chemischen Grundlagen dieses Ascherns sind trotz zahlreicher Be- 
miihungen noch wenig erforscht. Wir hielten es fiir méglich, daB die 
Entfernung der sogenannten Faserzwischensubstanz der Haut, die von 
mehreren Seiten als alkalilésliches Mucoid beschrieben worden ist‘, die 
gréBte Rolle bei diesem Vorgang spielt. Da es sich bei den Mucoiden um 
Glucoproteide handelt, hofften wir durch eine Bestimmung der Kohlen- 
hydrate in der urspriinglichen Haut und in der durch Kalkbehandlung 
daraus hervorgegangenen BléBe, Klarheit tiber die Bedeutung der um- 


' I. Mitteilung: W.Grassmann u. O. Lang, Zur Kenntnis der Kyrine, 
diese Zeitschr. 269, 211, 1934. — ? Ebenda 260, 247, 1933. — * M. Serensen, 
ebenda 269, 271, 1934. — 4 van Lier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 61, 177, 
1909; G.I. Rosenthal, J. Amer. Leather Chemists Assoc. 11, 463, 1916; 
McLanghlin u. Theis, ebenda 19, 428, 1924; vgl. hierzu auch A. Kiintzel 
u. I. Phillips, Collegium 1933, 8S. 193; A. Ktintzel, ebenda 1924, S. 212. 
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strittenen Faserzwischensubstanz zu erhalten. Es seischon jetzt bemerkt, 
daB das Ergebnis unserer Versuche nicht dafiir spricht, den Mucoiden 
eine derartige Bedeutung zu geben. 

Bei der Ausfiihrung der Kohlenhydratbestimmungen hielten wir 
uns streng an die Vorschriften von M. Serensen und Haugaard (l. c.), 
weshalb wir eine nahere Beschreibung der Arbeitsweise an dieser Stelle 
unterlassen und auf die Arbeit von Serensen und Haugaard verweisen, 

> . . i e é P P é ‘ * 
deren Kenntnis zum Verstandnis dieser Mitteilung notwendig ist. Uber 
das Prinzipielle sei kurz folgendes wiedergegeben : 

Diese photometrische Methode beruht auf der Messung von Extink- 
tionen der gefarbten Lésungen, die man bei der Reaktion von Orcin mit 
Kohlenhydraten erhalt. Man geht hierbei so vor, da unter genau fest- 
gelegten und immer gleichen Konzentrationsverhaltnissen gleiche Mengen 
des Kohlenhydrats mit der gleichen Menge Orcinlésung in Gegenwart von 
Schwefelsaure verschieden lange auf 80° erhitzt werden. Man mi®Bt dann die 
Extinktionen dieser verschieden lange erhitzten Proben bei zwei bestimmten 
Wellenlingen [Spektralfilter S 43 fiir H#, (Schichtdicke 10mm) und 8 53 
fiir FE, (Schichtdicke 30mm)] im Pulfrichschen Stufenphotometer. Die 
verschiedenen Extinktionen, man bestimmt fiir jede der beiden Wellen- 
langen meist je 6, werden in ihrer Abhangigkeit von der Erhitzungszeit auf- 
getragen, wodurch sogenannte Zeitkurven erhalten werden. Der Verlauf 
dieser Zeitkurven ist fiir jedes Kohlenhydrat charakteristisch und nur die 
Lage der Kurven ist von der Konzentration der Zucker abhangig. Es ist 
jedoch auch méglich, diesen KonzentrationseinfluB8 auszuschalten und so zu 
Kurven zu gelangen, die jedes Kohlenhydrat vollkommen kennzeichnen. 
Man braucht hierzu nur die fiir jede einzelne Erhitzungszeit bei zwei ver- 
schiedenen Wellenlangen gemessenen Extinktionen durcheinander zu 
dividieren und die so erhaltenen Quotienten als Funktion der Erhitzungs- 
zeit in ein Koordinatensystem einzutragen. Diese Kurven werden als 
Verhdliniszahlkurven bezeichnet. 

Da die Farbreaktionen in stark schwefelsaurer Lésung in der Hitze 
vor sich gehen, werden gebundene Zucker sehr schnell zu den Monosen 
aufgespalten. Es ist deshalb fiir die Resultate gleich, ob z. B. eine Lésung 
von Lactose oder ob ein entsprechendes Gemisch von Glucose und 

. Y o . % . 
Galaktose im molekularen Verhaltnis zur Anwendung kommt. Uber die 
Art der Verkniipfung der Monosen oder die Lange der Kette kann daher 
nichts ausgesagt werden. Es sei ferner hervorgehoben, da Aminozucker 
die Orcinreaktion nicht geben, weshalb iiber ihre Gegenwart in dem von 
uns untersuchten Material vorerst nichts ausgesagt werden kann. Wir 
beabsichtigen, die Untersuchung auch nach dieser Seite auszudehnen. 


1. Uber die Art des in der Haut vorkommenden Kohlenhydrats. 

Nachdem wir uns durch Vorversuche mit der Orcinreaktion tiber- 
zeugt hatten, daB in der Haut des Rindes eine relativ betrachtliche Menge 
Kohlenhydrat vorkommt, strebten wir gemaiB dem Vorgehen von 
M. Serensen und Haugaard danach, fiir diesen Zucker Zeitkurven aus- 
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zuarbeiten. Weiterhin war es notwendig, 
Zeitkurven bekannter Zucker oder deren 
Mischungen aufzustellen, um dann durch 
deren Vergleichung mit den Kurven des 
,, Hautkohlenhydrats* zu einer Entscheidung 
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Abb. 1. Zeitkurven fiir Lactose und Haut. 
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Abb. 2. Verhiltniszahlkurven aus den Zeit- 
kurven der Abb. 1 berechnet. 


iiber die noch unbekannte Art dieses Zuckers 
zu kommen. Es ergab sich, daB die Mischung 
gleicher Teile Glucose und Galaktose Zeit- 
kurven lieferte, die sich bei entsprechend ab. 
gepaBten Konzentrationsverhaltnissen véllig 
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mit den Kurven deckten, die fiir das Kohlenhydrat aus Haut erhalten 
werden. Da dieser von uns in der Haut gefundene Zucker in bezug auf 
seine Bausteine streng der Lactose entspricht, bezeichnen wir ihn im 
folgenden auch als ,,Lactose“*, wobei wir auf den Vorbehalt auf 8. 321 
erinnern. 

Als Hautmaterial wird gesalzene und vor der Verarbeitung griindlich 
gewasserte Rinderstirnhaut verwendet. Die Haut wird rasiert, an der Luft 
gut getrocknet, geraspelt und das Hautpulver bis zur Konstanz im Hoch- 
vakuum bei 56° iiber P,O; getrocknet. Gesamt-N 14,9%. 355 mg dieses 
Pulvers werden in 15 ccm Reaktionsschwefelsaure! gelést (14 Minuten bei 
80°), mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und durch Glaswolle von 
einer geringen Menge Ungeléstem (Haarreste, Hornteilehen) abfiltriert. 
Zu jeder Bestimmung dienen 2 ccm dieser Lésung, entsprechend 23,7 mg 
Hautpulver. Von den reinen Kohlenhydraten werden Lésungen bereitet, die 
jeweils 20 mg-®% Glucose oder Galaktose bzw. 21,04 mg-°, Galaktose 

Glueose (1: 1) 20 mg Lactose enthalten. Von diesen Kohlenhydrat- 
lé6sungen dient je | cem (= 0,20 mg Zucker) zu jedem Versuch. Die Substrat- 
mengen werden in jedem Falle mit 2 cem Oreinlésung! und 15 cem (bei der 
Hautlosung mit 14 cem) der Reaktionsschwefelsiure versetzt und die not- 
wendige Zeit im Thermostaten bei 80° belassen. Tabelle I gibt die er- 
haltenen Versuchszahlen wieder. Zum Vergleich sind auch die Werte fir 
Glucose und Galaktose angegeben. Abb. 1 und 2 erlautern die Ergebnisse 
graphisch. Wie man sieht, besteht zwischen den Kurven eine vortreftliche 
Ubereinstimmung. Die Verzégerung wahrend der ersten 10 Minuten, die 
auch in der Verhaltniszahlkurve ihren deutlichen Ausdruck findet, ist durch 
die zur Hydrolyse des Proteins notwendige Zeit bedingt *. 


2. Uber die Menge der ,.Lactose“ im Kollagen. 

Nachdem wir iiber die Art des Kohlenhydrats Klarheit bekommen 
hatten, war es notwendig, durch die Aufstellung einer entsprechenden 
Konzentrationskurve iiber seine Menge Kenntnis zu erhalten. Der 
Kiirze wegen verzichten wir auf die 





Mitteilung der einzelnen Extinktionen “™ Fs 
und geben nur in Abb.3 die ent- Prd 
sprechende Kurve wieder. fy +f 


Wir tiberzeugten uns davon, dab 
die Extinktionen aus Hautlésung be- 
reiteter Verdiinnungen bis ectwa £, 


| 

44 

| 

| 
= 0,5 ganz der fiir Lactose be- | 
stimmten Kurve entsprechen. Bei 





es . . ° 4; ~ 
hdheren Extinktionen werden geringe ° sad 420 mgfcm 
Fehler nach oben erhalten, weshalb Abb. 3. Konzentrationskurve _ fiir 
. . P Lactose. Gemessen mit Filter 553, 
sich die Ablesung von der punktierten 33 un fehidt.  ExBlicunesnalt 


20 Minuten. 


1 M. Serensen u. G. Haugaard, |.c., und zwar 8. 252. — * Dieselben, 
l.c., und zwar S. 270. 
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Kurve empfiehlt, die etwa zwischen der geradlinigen Verlingerung der 
Anfangskurve und deren spater fiir Lactose gemessenem Verlauf liegt. 
Wie man sieht, entsprechen die Angaben der Tabelle I einem Kohlen- 
hydratgehalt von 0,195 mg Lactose, die in 23,7 mg Haut enthalten sind. 
Es sind demnach im vorliegenden Falle 0,82°, ,,Lactose“ in der ge- 
trockneten Rinderhaut vorhanden. 

Es ergab sich nun zunachst die Frage, ob diese Kohlenhydratmenge 
nur der Haut eigentiimlich ist, oder ob sie der Kollagenfaser selbst 
angehért. Wir waren daher bestrebt, ein histologisch einheitliches 
Kollagenmaterial fiir die Untersuchung zu wahlen und verwendeten 
hierzu aus Rindshaut gezogene kollagene Fasern!. Es ergab sich, 
daB diese Fasern sogar etwas mehr ,,Lactose‘* enthalten als die Haut, 
aus der sie gezogen worden sind. Nachdem weder durch Schrumpfen 
der Fasern (Tabelle I1) noch durch langere Behandlung von Haut mit 
Alkali (Tabelle V), eine Verminderung des Lactoseanteils zu bemerken 
war, glauben wir nicht, daB die chemisch tibrigens durchaus undefinierte 
, Interfibrillarsubstanz** den Zuckeranteil beherbergt. Wir haben dem- 
nach guten Grund zu der Annahme, daB die ,,Lactose“ als Bestand- 
teil des Proteins zu gelten hat. Wie bereits erwahnt, liefert eine langere 
Erhitzung der Fasern mit Wasser ein Produkt, dessen Kohlenhydrat- 
gehalt um ein Geringes tiber dem der nativen Fasern liegt. Der Stick- 
stoffgehalt andert sich wahrend des Schrumpfens nicht. Es scheint 
demnach, daB der starke Gewichtsverlust beim Schrumpfen der Fasern 
auf Kosten des gesamten Kollagens, also nicht in auswaihlender Weise 
erfolgt. Wir sind dabei, die Versuche in der eingeschlagenen Richtung 
fortzusetzen und werden auBerdem noch in einem anderen Zusammen- 
hang zu dem Problem der Faserschrumpfung Stellung nehmen. 

Wie aus den Zahlen der Tabelle II ersichtlich ist, enthalten die 
geschrumpften Fasern 0,99°% ,,Lactose‘‘. Nimmt man an, da} einem 
Kollagenmolekiil ein Molekiil Lactose entspricht, so errechnet sich 
hieraus ein Molekulargewicht von 34500, das bekanntlich nach den 
weitgehend anerkannten Ergebnissen The Svedbergs zum Einheits- 
gewicht aller Proteine erklart worden ist”. Wenn wir die Vollkommenheit 
der Ubereinstimmung zwar gern als zufallig anerkennen, so lehrten doch 
unsere wiederholten Versuche, daB hier mindestens in der GréBen- 
ordnung eine mehr als zufallige Ubereinstimmung besteht. 

Zur Kennzeichnung des Zuckers als ,,Lactose*‘ sind in Tabelle II die 
Quotienten £,/E£, nur fiir die bei 20 Minuten Erhitzungsdauer gefundenen 
Werte eingesetzt. Die Schwierigkeit, gréBere Fasermengen zu erhalten, 
lie3 uns darauf verzichten, vollstandige Zeitkurven auszuarbeiten. Die 
Werte der Quotienten stehen in geniigender Ubereinstimmung mit dem 


1 J. A. lovanovits u. A. Alge, Collegium 1932, 8.215. — * The Sved- 
berg, Naturwiss. 22, 225, 1934. 
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Tabelle II. Kohlenhydrate in den Kollagenfasern. 


Aus dem Mittelspalt frischer Rinderstirnhaut werden Fasern gezogen. Das 

Material wird im Hochvakuum bei 56° iiber P,O; bis zur Konstanz getrocknet. 

Ein Teil der Fasern wird mit 100 cem Wasser 1 Stunde bei 80° im Thermo- 

staten belassen. Nach dem Abkiihlen wird durch ein Glasfilter abgesaugt 

und die geschrumpften Fasern wieder getrocknet. Kohlenhydratbestim- 
mungen wie S. 323 beschrieben. 





Haut, aus 


Useprengeene | Geotrumehe: | age die Buses 
q "7 stammen 
OWION TE TAM ee es 59,8 47 *+* 20,8 
SRO ee 2 PAGES 17,05 17,09 17,13 
EG Mi a 8 ened 8 abws 0,92 * 0,99 ** 0,84+ 


0 

* 23,8 mg Fasern; EF, (20 Min.) = 0,780; Ey» = 1,40; E./F;=1,80. ** 14,2 mg Fasern; 
E, (20 Min.) = 0,523; Ey = 0,95; E2/E; =1,81. *** 21,4 %9 Verlust. + 20,8mg Haut; EF, (20 Min.) 
= 0,635; Eg = 1,15; Eo/E, = 1,81. 
entsprechenden Wert der Tabelle I. Die Verwendung anderer Reagenzien 
bringt bei der Orcinmethode immer geringe Schwankungen in die Versuchs- 
zahlen, weshalb auch von Serensen und Haugaard mit Recht empfohlen 
wird, sich 6fters durch Kontrollbestimmungen von der Ubereinstimmung 
der Werte der Eichlésung mit den der zu untersuchenden Lésung zu iiber- 
zeugen !. Es ist dies in unseren Versuchen 6fters geschehen. Im vorliegenden 
Falle ergaben demnach auch Lésungen reiner Lactose einen Wert von 
1,80 fiir £,/E£,. Bei der Verwendung von Schwefelsiure verschiedener 
Lieferung, aber gleichen Fabrikats, diirfte eine Abweichung fiir £,/£, von 

0,1 in der Regel nicht iiberschritten werden, so daB unter solchen Be- 
dingungen Zeitkurven nach Art der Tabelle I wenigstens innerhalb einer 
Untersuchungsreihe absolute Giiltigkeit zukommt. Unter diesem Gesichts- 
punkt sind auch die Werte fiir #,/£, in den folgenden Tabellen zu betrachten. 

3. Uber die Wirkung des Ascherns und Beizens. 

Wie bereits eingangs erwaihnt worden ist, hielten wir es vor der Aus- 
fiihrung dieser Untersuchung fiir wahrscheinlich, daB durch die Be- 
handlung von Haut mit Kalkwasser eine erhebliche Verminderung, 
wenn nicht sogar eine vollige Entfernung der Kohlenhydrate stattfindet. 
In der Tat erhielten wir auch gelegentlich der Untersuchung eines 
Stiickes Hirschhaut Zahlen, die eine erhebliche Verminderung des 
Zuckeranteils nach dem Aschern belegen (siehe Tabelle III). Andererseits 
wurde bei Rinderstirnhaut der Kohlenhydratgehalt nach dem Aschern 
fast unveraindert wiedergefunden (siehe Tabelle IV). Ein gleiches 
Resultat ergab die entsprechende Priifung von geraspeltem Spalt- 
kollagen, das wir in auBerordentlich intensiver Weise mit Kalkwasser 
behandelt hatten (siehe Tabelle V). Der Kohlenhydratgehalt einer im 
Fabrikbetrieb geischerten RindsbléBe entsprach ungefaihr den Werten, 
die wir mit den laboratoriumsmaBig geascherten BléBen erhalten hatten 


(siehe Tabelle VI). Aus den Versuchen der Tabelle III geht weiterhin 


1 ].¢., und zwar S. 264. 








326 W. Grassmann u. H. Schleich: 


hervor, daB die technisch iibliche Beize mit geringen Mengen pankreati- 
scher Enzyme keinen Einflu8 auf den Kohlenhydratgehalt der BléBe 
ausiibt und das daher eine Lésung des viel erérterten Beizproblems 
nicht in dieser Richtung zu suchen ist. 

Aus den folgenden Tabellen ergeben sich in gewissen Grenzen 
schwankende Zahlen fiir den Kohlenhydratgehalt verschiedener Proben 
von Haut und Bl6Be. Der niedrigste Wert wurde fiir ein Pulver aus 
Spaltkollagen erhalten, wahrend die Werte fiir Hirschhaut (1,09°,) und 
Rindshaut (0,8 bis 0,9°,,) dem ,,theoretischen** Wert des Faserkollagens 
betrachtlich naher liegen. Die Werte der kalkbehandelten Haut liegen 
durchweg ein wenig tiefer. Zu den Schwankungen bei der Haut wollen 
wir nun bemerken, daB bei diesem recht uneinheitlichen Material keine 
bessere Ubereinstimmung zu fordern ist. Zur Beurteilung der fiir das 
geischerte Material erhaltenen Werte verweisen wir auf Tabelle VII, 
aus der sich die Unbestandigkeit von Lactose in Kalkwasser ergibt. 
Wenn wir zwar an eine chemische Bindung der Zuckerkomponente im 
Kollagen glauben, so ist trotzdem daran zu denken, da eine gering- 
fiigige Zerst6érung der Lactose durch das Kalkwasser stattfindet. 

In den folgenden Tabellen sind zur Kennzeichnung der Art des 
Kohlenhydrats die 10 und 20 Minuten-Werte der Extinktionen und die 
daraus gebildeten Quotienten verzeichnet. Durch Vergleichung mit den 
entsprechenden Zahlen der Tabelle | wird man finden, daB die Art des 
Kohlenhydrats immer die gleiche ist. Die Menge des Zuckers wird in 
allen Fallen aus den 20 Minuten-Werten fiir 2, der Kurve Abb. 3 
entnommen. 

Tabelle III. Der EinfluB des Kalkaschers und 
der Beize auf Hirschhaut. 
Die Haut wird 5 Tage in folgender Lésung geaschert: 5°, CaO, 1% Na, 8, 
500 94 H,O (% auf das Weichgewicht der Haut bezogen). Nach dem Aschern 
wird 2 Stunden mit 2%iger NH,Cl-Lésung unter Schiitteln entkalkt und 
6 Stunden in flieBendem Wasser gewassert. Dann wird getrocknet, geraspelt 
und wieder getrocknet. Eine andere Probe wird nach der Entkaélkung noch 
in folgender Lésung gebeizt: 6,5 g NH,Cl + 0,5 g Pankreatin in 100 cem 
Wasser gelést, davon 1 cem auf 30 cem aufgefiillt und in dieser Lésung wird 
die Bl6Be (vom Trockengewicht 3 g) 15 Stunden bei 34° gehalten. Die Beiz- 
fliissigkeit war vor dem Versuch frei von Kohlenhydrat, nach ihm enthielt 
sie eine Spur ,,Lactose**. Die gebeizte Blé8e wird wie iiblich geraspelt und 
getrocknet, und wie zu den Versuchen der Tabelle I beschrieben, in Schwefel- 
siure gelést. Farbansatze siehe gleichfalls bei den Angaben zu Tabelle I. 





leem é E; Eo Eo/ Ey _Lac- 
Material enthalt x PEERY SREY amie cetEe cated Coser eel wee Bs 

mg oj, 10 Min. 20Min. 10Min. 20Min. 10Min. 20 Min. 0), 

Haut... .. 11,7 15,0 0,517 0,487) 0,699 0,95 | 1,17 1,95 1,09 
Blibe,geaischert 23 16,3 0,631 0,658! 0,686 1,25) 1,08 | 1,91 0,79 
BloBbe, gebeizt . 23 16,2 0,578 0,638) 0,646 1,19 1,12 1,87 0,76 
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Tabelle IV. 
Kinflu8B eines Kalkaschers auf Rinderstirnhaut. 
Ein Stiick frischer Rinderstirnhaut wird, wie in Tabelle III angegeben 
geaschert, entkalkt, gewassert, geraspelt und getrocknet. Art der Versuchs- 
ausfiihrung siehe Angaben zu Tabelle I. Zu jeder Bestimmung dienen 23 mg 


Hautpulver. 





Zeit bei 80° I eS . % Eo Ey -Lactose* in 
Min Haut * Blibe ** Haut Blébe Haut BioBe Haut Blife 
10 0.824 0710 O866 ° # 0.756 1,05 1,07 — 
20 0,765 0.678 1,48 1,35 1,94 1,97 0.89 0.82 
© N == 17,209. °* N= 17,7 %, 


Tabelle V. 
FinfluB8 von Kalkwasser auf Spaltkollagen. 
8g lufttrockenes Spaltkollagen' werden geraspelt und 12 Stunden bei 40° 
mit 300 cem 10°,iger NaCl-Lésung im Thermostaten belassen. Es wird 
abzentrifugiert und mit 300 ccm halbgesiéttigtem Kalkwasser 24 Stunden 
bei 40° belassen. Es wird wieder abgetrennt und einmal mit 0,2 °iger 
Salzsiure und einmal mit Wasser an der Zentrifuge gewaschen. Der Riick- 
stand wird wie iiblich getrocknet und schlieBlich gemahlen. Zu jeder Be- 


stimmung werden 23mg Material verwendet. 





r E E> E/E, 
N t 2 i _Lactose* 
Material _ reer fa —-— Lactose 
10 Min. 20Min. 10Min. 20Min. 10Min. 20 Min. 8/5 
Kollagenpulver 17,65 0,631 0,565 0,658 1,98 1,04 1,92 0,66 
Dasselbe, 
behandelt. . 17,36 0,538 0,545 0,585 1,04 108 1,91 0,63 


Tabelle VI. 
Kohlenhydratgehalt fabrikmaBig geascherter 
Rindsbl6Be?. 


Es wird wie in den vorhergehenden Versuchen verfahren. 








Menge N ee Fy Sie E>» ee F2/ EF ~Lactose* 
ing Ol 10 Min. 20Min. 10 Min. 20Min. 10Min. 20 Min. Oly 
32 17,2 0,552 0,523 0,578 0970 1,04 1,85 0,61 


1 Uber die Herstellung siehe A. Kiintzel u. K. Buchheimer, Collegium 
1930, S. 205. — ? Wir danken der Firma F.G. Sohre A.G. in Dresden fiir die 


freundliche Uberlassung des Materials. 
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Tabelle VII. 
Einwirkung von Kalkwasser auf Lactose. 
Es werden 20 cem 0,1 ° iger Lactoselésung mit 80 cem gesattigtem Kalk- 
wasser bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Der Lactosegehalt dieser 
Mischung wird im Verlauf einiger Tage verfolgt. Parallel wird eine ent- 
sprechende Lésung gepriift, die statt Kalkwasser Wasser enthalt. 





Kalkwasserprobe Kontrolle ent- 


Zeit : entspricht | Abnahme , ic athne 
E % c E spricht mg Lactose 
ee ete “tt ho. 
0 0,682 0,190 — 0,682 0,190 * 
24 0,552 0,148 22 0,686 0,190 
48 0,449 0,115 40 0,674 0,188 
96 0,328 0,080 58 | 0,678 0,190 


* Der verwendete Milchzucker enthielt noch Reste Kristallwasser, wihrend die Eichkurve 
Abb. 3 mit analysenreiner Substanz gewonnen wurde. 


Nach den bisher mitgeteilten Ergebnissen wird es nicht iiberrasche n, 
daB in der Gelatine des Handels das fiir Kollagen charakteristisc he 
Kohlenhydrat gefunden worden ist. Seine Menge ist zwar besonders 
gering, was wohl mit einer Zerstérung wahrend des Herstellungsver- 
fahrens erklart werden kann. 


Tabelle VIII. 
Kohlenhydrate in Gelatine. 


Es wird entsprechend den friitheren Angaben gearbeitet. 











Menge N Ey E> E,/E, Lactose 
mg 9/9 10 Min. 20Min. 10Min. 20Min. 10Min. 20 Min. 9/9 
23 16,7 0,451 0,477 0,480 0,87 1,06 1,87 0,54 


Zusammenfassung. 
1. Es wurde nachgewiesen, daB das Kollagen der tierischen Haut 
Glucose und Galaktose im Verhaltnis 1:1 als wesentlichen Bestand- 


teil enthalt. 
2. Die im Faserkollagen bestimmte Kohlenhydratmenge entspricht 


einem Aquivalentgewicht des Kollagens von etwa 34500. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst 
fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit. 
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Versuche iiber chemische Merkmale von Pilzen. 
Von 
G. Reif und G. Borries. 
(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium des Reichsgesundheitsamtes. ) 


(Eingegangen am 10. Marz 1935.) 


Die Durchfiihrung dieser Arbeit diente dem Zweck, zu priifen, ob 
Pilze im Verhalten gegeniiber bestimmten chemischen Reagenzien 
charakteristische Verschiedenheiten aufweisen. Dazu wurde zunachst 
ein Reagens von groBer Reaktionsfaihigkeit mit chemischen Stoffen, 
nimlich Nitrobenzaldehyd in schwefelsaurer Lésung, gewahlt. An- 
gewendet wurde die meta-Verbindung dieses Aldehyds, da sich heraus- 
stellte, daB mit ihr Reaktionen langsam auftreten und sich lange Zeit 
beobachten lassen, so daf auch geringe Reaktionsunterschiede fest- 
gestellt werden kénnen. 

Wie der eine von uns! bei einem fiir den Nachweis von Isopropyl- 
alkohol ausgearbeiteten Reagens, das aus Piperonal, Hydroxylamin und 
Schwefelsaiure bestand, also Grundstoffe von ahnlicher Wirkung, wenn 
auch getrennt, wie das Nitrobenzaldehydreagens enthielt, beobachtet 
hatte, ist das Ergebnis der Reaktion u. a. auch von der Starke der 
angewendeten Schwefelséiure abhangig. Durch den Zusatz von Wasser 
zu dieser Séure wird nicht nur die Starke der Reaktion herabgesetzt, 
sondern es treten auch andere Reaktionserscheinungen auf. Noch deut- 
licher tritt diese Erscheinung zutage, wenn der Schwefelséure nicht 
Wasser, sondern Essigséure hinzugefiigt wird, eine Beobachtung, die der 
eine von uns? bei dem genannten Nachweisverfahren von Isopropyl- 
alkohol in Tinkturen, kosmetischen Mitteln usw. verwertet hatte, um die 
das Verfahren stérenden Stoffe, z. B. Ole, auszuschalten. 

Um Vergleiche zwischen den Reaktionen der Pilze und denen von 
chemischen Stoffen mit dem Nitrobenzaldehydreagens anstellen zu 
kénnen, wurde zunachst versucht, festzustellen, welche chemischen 
Stoffe und in welcher Art diese mit Nitrobenzaldehyd reagieren. Bei den 
zu diesem Zweck angestellten Versuchen wurden folgende Beobachtungen 
gemacht: 

Gesattigte Alkohole und gesattigte Sauren sowie die meisten unter- 
suchten Amine reagierten nicht, Stoffe mit Hydroxyl-, Aldehyd- oder 
Ketogruppen sowie mit ungesattigten Bindungen riefen dagegen Reak- 
tionen hervor. Es fand also z. B. keine erkennbare Reaktion zwischen 


1G. Reif, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 55, 204, 1928. — * Der- 
selbe, ebenda 60, 243, 1930. 
Biochemische Zeitschrift Band 277. 29 
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Nitrobenzaldehyd und Methylalkohol, Athylalkohol, Toluol, Mannit, 
Ameisenséure, Essigsiure, Capronsdure, Valerianséure, Oxalsaure, 
Malonséure, Bernsteinséiure, Benzoesiure sowie Aminosauren wie z. B. 
Glykokoll, Alanin, Leucin, Asparagin, Kreatin, Kreatinin ferner Tri- 
methylamin, Imidazol, Histidin, Cystin und Guanidin statt. Anilin 
reagierte ebenfalls nicht, o-, m- und p-Toluidine und o-, m- und 
p-Phenylendiamine auBerst schwach. 

Enthielt ein Stoff eine Hydroxyl-, Aldehyd- oder Ketogruppe und 
gleichzeitig eine Carboxyl- oder Aminogruppe, so iibten diese Gruppen 
auf die ersteren einen die Reaktion hemmenden EinfluB aus. Dies war 
z. B. bei den Mono-, Di- und Trioxybenzoesauren, der Salicylséure, der 
Protocatechuséiure und der Gallussiure der Fall, wihrend das Phenol 
und die Polyphenole selbst starke Reaktionen gaben. Ebenso wurde die 
Reaktionsfaihigkeit der Hydroxylgruppe in der Citronenséure durch 
deren drei Carboxylgruppen sowie die der doppelten Bindungen in der 
Crotonsaure, der Fumarsaéure und der Maleinsaéure durch deren Carboxyl- 
gruppen fast vollstandig aufgehoben. Die eine Reaktion beeintrach- 
tigende Wirkung der Aminogruppe trat beim Oxyphenylalanin (dem 
Tyrosin), beim Harnstoff, bei der Harnséure, dem Guanin und dem 
Allantoin zutage. Ohne EinfluB auf den Nitrobenzaldehyd verhielt sich 
auch die Nitrogruppe im Nitrobenzol. 

Der Grad der Reaktionsfahigkeit eines Stoffes mit Nitrobenz- 
aldehyd in schwefelsaurer Lésung lieB sich an der Menge Essigsdiure 
messen, durch deren Zusatz die Reaktion aufgehoben werden konnte. 
Diese Versuche wurden in der Weise vorgenommen, da zu 1 bis 2 cem 
5% iger wasseriger Lésungen der Stoffe! die gleiche Menge einer Lésung 
von 0,1 g m-Nitrobenzaldehyd in 10 ccm einer Mischung von konzen- 
trierter Schwefelséure und 30 %iger Essigséure gegeben wurde. Bereits 
bei dem Zusatz einer geringen Menge dieser Essigsdure zur Schwefelséure 
riefen die aliphatischen Oxysduren, z. B. die Oxybuttersdiuren, die 
Milchsaure, die Apfelsiure und die Weinséure, sowie die Mandelsaure 
keine Reaktionen mehr hervor. 

Starke Reaktionen gaben die sekundaren Alkohole, die unter der 
Einwirkung der Schwefelséure ungesattigte Kohlenwasserstoffe, Olefine, 
bilden. Dabei konnte man die Beobachtung machen, auf die der eine 
von uns? bereits in der Beschreibung seines Nachweisverfahrens von 
Isopropylalkohol mit Piperonal hingewiesen hatte, daB, je hoherwertig 
der Alkohol war, desto starker die Reaktion ausfiel. Aldehyde, mit Aus- 
nahme der untersten Stufe, des Formaldehyds, und Ketone, sowie die 


1 In Wasser nicht lésliche Stoffe wurden im gleichen Verhaltnis mit 
Wasser versetzt. — * G. Reif, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 55, 204, 


1928. 
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Zuckerarten, riefen etwas stérkere Reaktionen hervor als die Hydroxyl- 
verbindungen. In der Brenztraubensdure war die Reaktionsfahigkeit der 
Ketogruppe durch die Carboxylgruppe abgeschwacht. Unter den Zucker- 
arten reagierte die Ketose, Fructose, starker als die Aldosen. Befanden 
sich in einem Stoffe zwei verschiedene reaktionsfihige Gruppen, so 
addierten sich deren Wirkungen. Dies war z. B. beim Allylalkohol und 
beim Akrolein der Fall, wobei die Aldehydverbindung eine starkere 
Reaktion hervorrief als die Hydroxylverbindung. Starke Reaktionen 
gaben das Phenol und die Polyphenole. Wahrend die Reaktionen der 
einwertigen Phenole durch Hinzufiigen groBer Mengen 30 %iger Essig- 
siure zur Schwefelséure noch aufgehoben werden konnten, gelang dies 
unter der oben angegebenen Versuchsanordnung bei den mehrwertigen 
Phenolen mit Ausnahme des Brenzcatechins nicht mehr. Am starksten 
unter den Polyphenolen reagierte das Hydrochinon. Die starksten 
Reaktionen unter allen untersuchten Stoffen gaben Indol, die Alanin- 
verbindung des Indols, das Tryptophan, die Indol-f-propionsaure, das 
Skatol sowie Chinon. 

Beziiglich der Art der Fdrbungen, die bei den Reaktionen der 
einzelnen chemischen Stoffe mit dem Nitrobenzaldehydreagens auf- 
traten, wurden folgende Beobachtungen gemacht: 

Alle Lésungen von Stoffen, die lediglich eine Reaktion verhindernde 
Gruppe, z. B. eine Carboxylgruppe enthielten, blieben farblos.  Ali- 
phatische Hydroxylgruppen erzeugten im allgemeinen an der Be- 
rihrungsflache des Nitrobenzaldehydreagenses und der wisserigen 
Lésung des zu priifenden Stoffes einen schwach braunen Ring, iiber den 
sich ein gelber Ring lagerte. Dieser gelbe Ring trat besonders deutlich 
und in breiter Form bei der Priifung der 6-Oxybuttersdure auf, waihrend 
bei derjenigen der «-Oxybuttersdure lediglich ein rotbrauner Ring 
entstand. Gelbe Ringe waren unter der angegebenen Versuchsanordnung 
ebenfalls deutlich sichtbar bei der Untersuchung der Oxysauren, der 
Milchsaure, der Apfelsiiure und der Weinsaure. Die Priifung der Stoffe, 
die Hydroxylgruppen im Benzolkern enthielten, der Phenole, ergab 
dagegen kein Auftreten eines gelben Ringes. Den Phenolen ahnlich 
reagierte die Mandelsiure, die die Hydroxylgruppe in der Seitenkette 
enthielt; sie zeigte, wohl unter dem EinfluB des Benzolringes, eine 
violettbraune Farbung. Starke Gelbfirbungen in Gestalt gelber Ringe, 
die tiber braunen gelagert waren, gaben ferner alle untersuchten Stoffe, 
die eine Ketogruppe enthielten, so z. B. Aceton, Brenztraubensaure, 
Acetessigester und Fructose. Unter den Zuckerarten fiihrte lediglich die 
Priifung der Ketose zu einem gelben Ring, waihrend die Aldosen, z. B. 
die Glucose, die Lactose und die Maltose, in Ubereinstimmung mit 
anderen untersuchten Aldehyden, z.B. dem Acetaldehyd und dem 
Furfurol, keine gelben Ringe erzeugten. Die Polyphenole reagierten 

29 * 
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auBerst stark braunrot, das Phenol selbst rot, ebenso das o-Kresol, 
waihrend die m- und p-Kresole schwache, etwas gelblich gefarbte Reak- 
tionen gaben. Stoffe mit doppelten Bindungen, z. B. der Allylalkohol, 
ferner die sekundaren Alkohole, die unter dem EinfluB der Schwefel- 
siure Olefine bildeten, reagierten rot bis braunrot. 

AuBerst starke Firbungen riefen das Indol und seine Derivate 
hervor. Das Indol selbst gab einen braunroten bis roten Ring, unter dem 
sich, besonders wenn mit kleen Mengen gearbeitet oder das Reagens 
unter Zusatz von Essigsiure hergestellt worden war, ein gelber Ring 
anschloB. Nach mehrstiindigem Stehen nahm die ganze Fliissigkeit eine 
braune Farbung an. Skatol erzeugte einen braungriinen und dariiber 
einen schwach bliulichgrauen Ring. Tryptophan ergab einen schwach 
braunen Ring, iiber den sich ein starker blauer bis griinblauer Ring 
lagerte, der allmahlich zu einer vollstaéndigen Griimnblaufarbung der 
Flissigkeit fiihrte; ahnlich verhielt sich auch die Indol-f-propionsaure. 

Die Art und die Starke der durch Nitrobenzaldehyd in schwefel- 
saurer Lésung mit den verschiedenen chemischen Stoffen hervorge- 
rufenen Farbungen hing demnach vorwiegend von der Konstitution 
dieser Stoffe ab. Diese Beobachtung wurde nunmehr auf die Priifung 
wasseriger Ausziige von Pilzen mit dem Nitrobenzaldehydreagens iiber- 
tragen. Dabei konnte zunachst die Wahrnehmung gemacht werden, daB 
die erzielten Farbungen mit der Farbe der Oberhaut des Hutes der Pilze 
in keinem Zusammenhang standen. Die Versuche ohne Oberhaut des 
Hutes fiihrten in der Regel zu etwas schwacheren aber reineren 
Farbungen. 

Ganz allgemein konnte festgestellt werden, daB sich die Pilzarten 
mit Ausnahme des Griinen Knollenblatterschwamms innerhalb einer 
Familie in ihren Reaktionen ahnlich verhielten. Ferner wurde beob- 
achtet, daB die einzelnen Pilzarten verschiedener Jahrginge — es wurden 
Pilzarten des Jahres 1933 und die gleichen des Jahres 1934 untersucht — 
in ihren Reaktionen voneinander nur ganz unerheblich abwichen. 

Bei der Untersuchung der Amanita-Arten, des Griinen Knollen- 
blatterschwamms (A. phalloides), des Gelblichen Knollenblatter- 
schwamms (A. mappa), des Fliegenpilzes (A. muscaria), des Panther- 
pilzes (A. pantherina) und des Perlpilzes (A. rubescens) mit Nitrobenz- 
aldehyd traten auBer bei der des Griinen Knollenblatterschwamms stets 
griine Farbungen auf. Sie waren weitaus am starksten beim Gelblichen 
Knollenblatterschwamm, wo sie eine tief dunkelblaugriine Farbe er- 
reichten, wahrend Fliegenpilz, Pantherpilz und Perlpilz schwachere 
Farbungen erzeugten. 

Die Priifung des Griinen Knollenblatterschwamms ergab einen iiber 
einen braunen Ring gelagerten breiten gelben Ring, der besonders 
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deutlich hervortrat, wenn mit dem mit Essigsdure bereiteten Nitrobenz- 
aldehydreagens gearbeitet wurde. Das Auftreten eines gelben Ringes 
konnte auch bei der Priifung des Fliegenpilzes in geringerem Mabe 
beobachtet werden, zumal wenn die Versuche ohne Entfernung der 
Oberhaut des Hutes ausgefiihrt wurden. Der Pantherpilz zeigte in der 
Bildung eines griinblauen Ringes eine gewisse Ahnlichkeit mit der 
Farbreaktion des Gelblichen Knollenblatterschwamms. Pantherpilz 
und Perlpilz waren sich hinsichtlich der Starke der erzeugten braunen 
und griinen Farbungen ahnlich. 

Verglich man die bei den gepriiften Pilzen der Amanita-Arten 
erhaltenen Farbungen mit den bei der Priifung der eingangs aufgezahlten 
chemischen Stoffe, so fiel auf, daB die Priifung des Griinen Knollea- 
blitterschwamms und des Fliegenpilzes zu ahnlichen gelben Ringen 
fiihrte, wie sie bei der Priifung von Stoffen mit einer Hydroxylgruppe 
oder einer Ketogruppe erhalten worden waren. Die bei der Unter- 
suchung des Gelblichen Knollenblatterschwamms, des Fliegenpilzes, des 
Pantherpilzes und des Perlpilzes — ferner auch der spater aufgefiihrten 
Russula-Arten, des Feldchampignons und des Steinpilzes — erhaltenen 
blaugriinen bis griinen Farbungen glichen den bei der Priifung von 
Indolderivaten beobachteten griinblauen Farbenerscheinungen. Die bei 
der Prifung der Pilze entstehenden mehr griinen als blauen Farbungen 
sind auf ein Vermischen der blauen mit der gleichzeitig auftretenden 
braunen Farbung zuriickzufiihren. 


Die drei gepriiften Exemplare der Russula-Arten (Taublinge), des 
Speisetaublings (R. vesca), des Gebrechlichen Taublings (R. fragilis) und 
des Speitéublings (R. emetica) zeigten in ihren Farbenerscheinungen 
untereinander groBe Ahnlichkeit. Ihre Priifung ergab durchgehend rot- 
braune Ringe, die von schwach griinen Ringen tiberlagert waren. Da es 
zunachst zweifelhaft war, ob an der entstandenen Rotbraunfarbung die 
rote Farbe der Oberhaut des Hutes der Taublinge beteiligt war, wurden 
Versuche ohne rotgefarbte Teile ausgefiihrt. Diese ergaben aber iiber- 
raschenderweise sogar eine stirkere Rotfarbung. Die Grinfarbungen 
waren durchgehend schwach, am starksten beim Speisetaubling, am 
schwachsten beim Speitaubling. Vergleichsweise sei erwahnt, daB unter 
den gepriiften chemischen Stoffen solche mit doppelten Bindungen 
sowie Indol braunrote bis rote Ringe hervorgerufen hatten. 


Der zu den Psalliota-Arten (Egerlinge, Champignons) zahlende 
Feldchampignon (P. campestris) rief mit dem Nitrobenzaldehydreagens 
eine starke griinblaue Farbung hervor. Sie war nur wenig schwacher als 
die vom Gelblichen Knollenblatterschwamm erzeugte und unterschied 
sich von dieser auch dadurch, daB zunachst ein grauvioletter Farbton 
bemerkbar war. Die Priifung des zu den Boletus-Arten (Roéhrlinge) 
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zahlenden Steinpilzes (B. edulis) ergab neben einem braunen einen 
duBerst schwachen gelbgriinen Ring. In manchen Fallen entstand 
lediglich eine Braunfarbung. Nur eine Braunfiérbung ohne Bildung eines 
griinen Ringes gab schlieBlich der zu den Tricholoma-Arten gehérende 
Griinling (‘T. equestre). 


Untersuchung. 


Die gereinigten Pilze wurden bei 35 bis 40° getrocknet und dann in 
luftentleerten Glasern aufbewahrt. Nachdem sie fein gepulvert und mehrere 
Stunden mit Ather ausgezogen worden waren, wurden die Atherausziige, 
die meist farblos waren, mit dem Nitrobenzaldehydreagens fiir sich gepriift, 
um festzustellen, ob den Pilzen durch die Behandlung mit Ather Stoffe 
entzogen worden waren, die mit Nitrobenzaldehyd eine Farbung hervor- 
rufen. Dies war bei keinem der untersuchten Pilze der Fall. 1g der ge- 
pulverten und mit Ather ausgezogenen Pilze wurde mit 25 ccm Wasser 
von Zimmertemperatur etwa 15 bis 20 Stunden lang ausgezogen. Nach der 
Filtration des meist braungefarbten wasserigen Auszuges wurden 2 cem des 
Filtrats fiir die Farbreaktion verwendet. 

Farbreaktion. a) 2 ccm des filtrierten Pilzauszuges wurden mit 2 ccm 
einer unter Kiihlung hergestellten Lésung von 0,1 g m-Nitrobenzaldehyd 
in 10cem konz. Schwefelséure (1,84)! vorsichtig unterschichtet und das 
Reagensglas hierauf 1 Minute im siedenden Wasser erwarmt. Die Beob- 
achtung der entstandenen Farbringe geschah nach 10 Minuten. 

b) Die Reaktion wurde in gleicher Weise ohne Erwarmen der Fliissigkeit 
vorgenommen und die eingetretene Farbung erst am nachsten Tage fest- 
gestellt. Bei diesen bei Zimmertemperatur ausgefiihrten Versuchen nahm 
die ganze Fliissigkeit eine gleichmaBige charakteristische Farbung an. 


c) Wendete man zur Lésung des Nitrobenzaldehyds nicht konz. Schwefel- 
sdure allein, sondern eine Mischung von 8 ccm dieser Saure und 2 ccm 
30% iger Essigsiure an, so entstanden meist reinere Farbungen, indem 
nunmehr die einzelnen auftretenden Farbringe besonders deutlich zutage 
traten. Auch die Versuche mit diesem Reagens wurden sowohl in der 
Warme als auch bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Die auf diese Weise 
entstandenen Farbungen hielten sich wochenlang. 

In Blindversuchen, in denen das Reagens bei sonst gleicher Ver- 
suchsanordnung statt zum wiasserigen Pilzauszug zu 2ccm Wasser 
hinzugefiigt wurde, blieb die Fliissigkeit stets farblos. 


Das Nitrobenzaldehydreagens erzeugte demnach bei allen unter- 
suchten Pilzarten verschiedenartige Farbungen; sogar innerhalb der 
gepriiften Taublinge, deren Farbenreaktionen untereinander am ahn- 
lichsten waren, fand keine véllige Ubereinstimmung der erhaltenen 
Farbungen statt, da der Speisetéubling eine etwas starkere Grimfairbung 
hervorrief als die beiden anderen untersuchten Taublinge und der Spei- 


! Die Schwefelsiure und ebenso die Essigsiure wurden mit dem Nitro- 
benzaldehydreagens fiir sich gepriift, um festzustellen, ob reine Reagenzien 
vorlagen. Es durften hierbei keine farbigen Ringe entstehen. 
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Tabelle. 





Mit dem Nitrobenzaldehydreagens 
erhaltene Farbungen 


Nr. Pilze eto Te EEE ett bee Pee eee 
erwarmt nicht erwirmt 
nach 10 Minuten am nichsten Tag 
I. Amanita-Arten. 
1 Griiner Knollenblatter- | giftig  brauner Ring und braun 
schwamm breiter gelber Ring 
2. Gelblicher Knollenblatter- 3 brauner Ring und _ stark blaugriin* 
schwamm grinblauer Ring 
3 Fliegenpilz . brauner Ring, kleiner braungrién 
gelber Ring und 
schwach griiner Ring 
4 Pantherpilz - brauner Ring und blaugriin 
griinblauer Ring 
5 Perlpilz eBbar _brauner Ring und braungrin 


griner Ring 


II. Russula-Arten. 
1 Speisetaubling eBbar | braunroter Ring und griinbraun 
schwach griiner Ring 
2 | Gebrechlicher Taubling | giftig | braunroter Ring und grinbraun 
schwach griiner Ring 
3 Speitaubling é braunroter Ring und griinbraun 
schwach griner Ring 
IIT. Psalliota-Arten. 
1 Feldchampignon |eSbar brauner Ring und  dunkelgrinblau 
i graublauer Ring 


IV. Boletus-Arten. 


1 Steinpilz eBbar brauner Ring und braun (mit 
auBerst schwacher, auBerst schwach 
gelbgriiner Ring grinem Ton) 


' 
| 
| 


V. Tricholoma-Arten. 
1 Grinling eSbar schwach brauner Ring} __hellbraun 


* In dem Wort befindet sich die vorherrschende Farbe stets am Ende. 


taubling wiederum eine etwas dunklere Braunfarbung als der Gebrech- 
liche Taéubling. 

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, konnten folgende von den 
einzelnen gepriiften Pilzen hervorgerufenen Farbungen als charak- 
teristisch angesehen werden: beim Griinen Knollenblitterschwamm ein 
breiter gelber Ring, dagegen das Fehlen eines griinen Ringes, beim 
Fliegenpilz ein kleiner gelber und ein schwacher griiner Ring, beim @elb- 
lichen Knollenblatterschwamm ein auBerst starker griinblauer Ring, beim 
Pantherpilz (besonders bei den Versuchen ohne Oberhaut des Hutes) ein 
deutlicher griinblauer Ring, beim Perlpilz eine braungriine Farbung, bei 
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den Tdublingen braunrote Ringe, beim Feldchampignon eine starke 
dunkelgriinblaue Farbung, beim Steinpilz starke Braunfarbung, der 
meist eine 4uBerst schwache Griinfarbung beigemischt war und schlieB- 
lich beim Griinling lediglich eine braune Farbung. 

Die Starke der erhaltenen griinen bis griinblauen Farbungen zeigte, 
daB in den einzelnen gepriiften Pilzarten die Menge der Stoffe — nach 
der Art der Farbung zu schlieBen, wahrscheinlich Indolderivate —, die 
die Bildung dieser griinen bis grinblauen Farbstoffe mit dem Nitrobenz- 
aldehydreagens verursachten, verschieden groB war. 

Die Versuche werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde eine Anzahl verschiedener Pilzarten auf das Verhalten 
ihrer wasserigen Ausziige gegeniiber m-Nitrobenzaldehyd in schwefel- 
saurer Lésung gepriift. 

2. Bei Vergleichsversuchen mit chemisch reinen Stoffen zeigte sich, 
daB die Art und die Starke der durch Nitrobenzaldehyd mit den ein- 
zelnen chemischen Stoffen hervorgerufenen Farbungen vorwiegend von 
deren Konstitution abhaingig waren. Carboxyl- und Aminogruppen 
reagierten nicht, verhinderten unter Umstanden sogar die Reaktion von 
mit reaktionsfahigen Gruppen versehenen Stoffen. Stoffe mit Hydroxyl.-, 
Aldehyd- oder Ketogruppen reagierten deutlich, solche mit doppelten 
Bindungen, Phenol und Polyphenole stark, Indol und seine Derivate 
sowie Chinon am starksten. Die meisten Stoffe ergaben braune 
Farbungen, Stoffe mit Hydroxyl- oder Ketogruppen neben der braunen 
gelbe, eine Reihe von Stoffen, besonders solche mit doppelten Bin- 
dungen rote, Indolderivate blaue bis blaugriine Farbungen. 

3. Samtliche gepriiften Pilzarten reagierten mit dem Nitrobenz- 
aldehydreagens verschiedenartig. Die meisten riefen neben braunen 
blaugriine bis griine Farbungen von unterschiedlicher Starke hervor; 
die starkste der Gelbliche Knollenblatterschwamm, der eine tief 
dunkelblaugriine Farbung erzeugte. Die Priifung des Griinen Knollen- 
blitterschwamms ergab einen breiten, die des Fliegenpilzes einen 
schwachen gelben Ring, die der Russula-Arten braunrote Ringe. 

4. Das Nitrobenzaldehydreagens wurde sowohl mit konzentrierter 
Schwefelsaure allein als auch unter Zusatz von Essigséiure zur Schwefel- 
siure hergestellt. Bei Anwendung letzterer Zusammensetzung des 
Reagens traten besonders deutliche Farbenerscheinungen auf. 











Zur chemischen Zusammensetzung der Leberpriparate. 
Von 
Joseph Erdos. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der III. Internen Universitatsklinik 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1935.) 


Seit der Entdeckung der Heilwirkung der Leber bei perniziéser 
Anamie (1926) haben sich viele Forscher mit Leberpraparaten und der 
aktiven Fraktion derselben beschaftigt, und es sind auch zahlreiche 
Leberpraparate auf dem Markt erschienen. Die Erforschung der Natur 
der aktiven Substanz ist selbstverstandlich von dem Verfahren der 
Darstellung nicht zu trennen. 


Bei den alteren Verfahren begegnen wir zumeist der Bearbeitung des 
Leberbreies mit saurer Extraktion. Das gutbewahrte Prinzip zur Insulin- 
darstellung, die alkoholische Extraktion, finden wir ebenfalls bei manchen 
Vorschriften (1) (2). Cohn, Minot, Murphy und Mitarbeiter (3), sowie 
J. M. Looney (4) mazerieren erst die zerhackte Leber im alkalischen Medium 
bei etwa pu = 9, séuern nachher an bis po = 5 und bezeichnen ebenfalls 
den sauren Anteil als Fundort der antianaimisch wirkenden Fraktion. 
G. M. Minot, W. P. Murphy und E.J.Cohn (5) haben aus ihrem Praparat 
die EiweiBstoffe, Kohlenhydrate und Lipoide entfernt und erhielten eine 
Substanz, welche B-Vitamin enthalt; sie schreiben aber die Wirkung nicht 
diesem Stoff, sondern einer Stickstoffbase oder einem Polypeptid zu, welche 
wasserléslich, durch Alkohol und Aceton fallbar und in Ather unléslich sind. 
Schilling (6) schlieBt sich obiger Ansicht an. Laquer und Miinch (7) geben 
eine interessante Zusammenstellung, indem sie das Cohnsche Original- 
praparat der Lilly-Werke mit nach dieser Vorschrift eigens hergestellten 
Praparaten vergleichen. Nach Pal (8) entspricht das Procythol vollkommen 
dem Cohnschen Praparat, enthalt aber 0,92°% Eisen (9). 


Bis zum Jahre 1929 standen mir nur obige Daten zur Verfiigung, 
und da ich zu dieser Zeit mein Verfahren zur Darstellung eines Leber- 
praparats schon ausgearbeitet hatte, méchte ich der Folge nach jetzt 
meine Methodik schildern. 


A. Verfahren zur Darstellung des rohen Leberextraktes. Der fein zer- 
hackte Leberbrei wird mit reinstem Quarzmehl griindlich zusammen- 
gerieben und mit verdiinnter Schwefelséure in drei Portionen bei ver- 
schiedenen Temperaturen extrahiert. [Die Einzelheiten meiner Methode 
sind in einem Aufsatz von G. Hetényi (10) mitgeteilt'.] Die vereinigten 
PreBsafte werden — ohne EnteiweiBung — bei 60 bis 70° am Wasserbad 


! Einige zahlenmaBige Angaben iiber die Wirkung meiner Praparate 
sind aus der folgenden Arbeit (diese Zeitschr. 277, 342, 1935) zu entnehmen. 
Abb. 1 u. 2 = Rohpraparate, 3 = gereinigtes Priaiparat, 5 = aus dem 
Silbersalz gewonnenes, 7 = ein eigens hergestelltes Lebermagenpraparat 
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eingedampft, bis das Trockengewicht etwa 60% betrigt. Das Praparat 
haben wir zumeist nur bis Sirupkonsistenz eingedampft und in Gelatine- 
kapseln verabreicht. Aus 1 kg Leberbrei werden durchschnittlich 66 g des 
Praparats erhalten, etwa 40g trockener Substanz entsprechend. Die 
Analyse des Rohpraparats ergab folgende Zahlen: 


Trockengewicht ... . 60,3 % (Ges.-P)—(Phosphat-P) . 0,93 % 
Wasserléslich . ... . 92,2 % Gesamtschwefel . . . . 1,85% 
Alkoholléslich . . . . . 24,9 % (Ges.-S)—(Sulfat-S) . . 0,83% 
Atherlédslich . 9." : S"63>% Ca eee ce e+ s OS 
POT Fe Se uk og te Reduktion als Glucose . 9,7 % 
Gesamtstickstoff. ... 59 % VEO <6 kes eos, We 
Gesamtphosphor . . . .  2,23% 


Die Asche enthielt: 





Cu 


SiO, Fe Al Ca Mg PO, SO, cl | 


2,55 % | 0,089, 0,048 % 1,564% 1,574 % 4,68 % | 22.17% | 9,8%  0,0009 % 


B. Zur Reinigung riihren wir mit etwa der zehnfachen Menge Wasser 
an, erwarmen bis 50° und kiihlen ab. Nachher wird scharf abgenutscht und 
mit NaHCO, auf pu 7,5 bis 8 eingestellt. Der ausgefallene Niederschlag 
enthalt hauptsachlich widerlich sechmeckende Ballaststoffe. Die opalisierende 
Fliissigkeit wird mit 20°%iger Schwefelsiure angeséiuert und eingedampft, 
bis pro kg frischer Leber etwa 80 g dunkelbraune, schmierige Masse zuriick- 
bleibt. Nach dem Verdiinnen mit Wasser versetzen wir in der Hitze mit der 
berechneten Menge BaCO, (Suspension). Nach 24 Stunden zentrifugieren 
oder filtrieren wir ab. Die Lésung wird bei etwa 70° mit Ba(OH),-Lésung 
versetzt, filtriert und das iiberschiissige Barium durch Einleiten von CO, 
gefallt. Die in Lésung bleibenden Bariumspuren werden mit einigen Tropfen 
verdiinnter Schwefelsiure entfernt und nach 24 Stunden filtriert. Nach 
genauem Neutralisieren (px 7 bis 7,2) wird die Fliissigkeit im Vakuum 
eingedampft. (Die Bariumniederschlage enthalten allerdings bedeutende 
Mengen des wirksamen Materials.) 


C. Das gereinigte und enteiweiBte Prdparat enthalt ungefahr 17% des 
Trockenriickstandes des Rohpraparates, d.h. aus 1 kg frischer Leber etwa 
5,8 g. Zur Darstellung wird die unter B. beschriebene, vom Barium befreite 
neutrale Lésung mit Eisenlésung (s. 10) enteiweiBt, die Schwefelsiure mit 
Bariumcarbonat, dieses mit der berechneten Menge verdiinnter Schwefelsaure 
entfernt und auf py 7 bis 7,2 eingestellt. Nach Einengen im Vakuum fallen 
wir mit neutralem Alkohol in der Kalte. Das Praparat stellt ein hellgelb- 
liches bis braunes Pulver dar, in Wasser sind 97,3 % léslich, warmer Alkohol 
lést 12,1 %, in Ather ist etwa 0,15 % léslich. Der wasserlésliche Teil enthalt: 


Gesamtstickstoff . . . . 4,14% COR Ne ea PT % 
Amidostickstoff . . . . 0,82% Reduktion als Glucose 9,0 % 
Amidostickstoff nach der Me a ee ee RR 

Hydrolyse. . ... . 3,32% MM oon ea ae ee ee 
PROGRNOR 6 6 Nie ns BEY BEE ia ew > « OODOE% 


Sohwolel: cui +6. 0 £0,988 % 
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Die Lésung gibt mit Sulfosalicylsiure keine Fallung, Biuretprobe ist 
positiv. Bilirubin und Cholesterin sind nicht vorhanden. 


Zur Ermittlung der einzelnen Bestandteile habe ich folgende Be- 
stimmungen benutzt: Trockengewicht, Léslichkeit, anorganische Be- 
standteile, Asche, Verbrennung wurde nach den gebraéuchlichen Vor- 
schriften durchgefiihrt. Gesamtstickstoff: Methode von Kjeldahl, Amido- 
stickstoff: nach Malfatti (11). Hydrolyse: 5 Stunden langes Kochen 
mit 25°%iger Salzsaure unter RiickfluBkiihlung. Gesamtschwefel: nach 
Asboth (12). Gesamtphosphor : Oxydation mit Natriumcarbonat-Kalium- 
nitrat, Abscheidung mit Ammoniummolybdat. Chlor: nach v. Korényi 
(13). Reduktion: Verfahrén von Hagedorn-.’ensen. Glykogen: die von 
Laufberger beschriebene Methode von A. Goldfederové (14). Bilirubin: 
Sivo-Enriques (15). Eisen: kolorimetrisch mit Rhodankali. Kupfer: 
nach einer modifizierten Methode von Bruhns (16). 


Unsere Analysenergebnisse lassen ebensowenig ein Urteil iiber die 
Zusammensetzung der aktiven Fraktion zu, wie die vorgefiihrten Unter- 
suchungen oder die neuesten Resultate von Kapeller-Adler und Anita 
LIuisada (17). DaB das Kupfer ein integrierender Bestandteil der Leber- 
praparate ist, hat J. Bencze (18) bewiesen. In welcher Bindung das 
Metall vorhanden ist, kénnen wir zur Zeit noch nicht entscheiden. 


Meinen Untersuchungen kénnen wir dennoch zwei Tatsachen ent- 
nehmen: Der Befund, daB bei der Siurehydrolyse der Amidostickstoff 
um rund 300% zunimmt, la8t auf —CO.NH,-Bindungen schlieBen. 
Das Hydrolysat ist zumeist ganz unwirksam. Die Titration des ge- 
reinigten Praparats weist auf die Anwesenheit freier Carboxyl- 
gruppen hin. 


Ich konnte aus der gereinigten antianimisch wirksamen Substanz 
ein wasserunlésliches Silbersalz mit einem Silbergehalt von 3,3% 
isolieren. Wird das Salz durch Salzsdure zerlegt, bekommen wir die 
wasserlésliche aktive Substanz zuriick, es hinterbleibt reines Chlor- 
silber. Die Zusammensetzung des Silbersalzes ist: 


Cae Soe eS a Se ee Amido-N . . . 0,86% 
Bee May ee ae eee oe 6 ee oe ee 
O (als Differenz) . . 5,74% Psa! woe oe ee 
ee ets. le eee me ae ee 


Aus diesen Zahlen kénnen wir folgende Formel berechnen: 
C650 Hya9 Ong Nao Sz Po Ags; 


wonach im Molekiil drei Silberatome vorhanden waren. Aus dieser 
Forme! ergibt sich fiir den Komplex ein Molekulargewicht von rund 
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10000. Aus dem  Verhaltnis Gesamtstickstoff : Amidostickstoff 
kénnen wir nun auf sechs freie Aminogruppen schlieBen. Bei der 
Hydrolyse werden nach den Analysenresultaten weitere 18 Amino- 
gruppen frei, aus welcher Zahl wir auf die Anwesenheit ebenso 
vieler —CONH-Gruppen folgern kénnen. Die Annahme, daB der 
antianamisch wirkende Anteil der Leber freie (3) Carboxylgruppen, 
sowie mutmaBlich —CO.NH-Gruppen enthalt, scheint daher gerecht- 


fertigt zu sein. 


Diese SchluBfolgerung kénnen wir mit den Befunden von F. A. 
Rosenthal, L. Wisliczki und L. Kollek (19) zu einer Theorie tiber den 
Wirkungsmechanismus der Leberpraparate vereinigen. Genannte 
Forscher stellten auf Grund von Versuchen mit einigen Amidabkémm- 
lingen den Satz auf, daB die pernizidse Anamie durch (sekundar gebildete) 

OH 

NH-Gruppen enthaltende Giftstoffe bedingt sei. Méglicherweise ist 
ja die Wirkung aut das Blutbild, welche das Hydroxylamin oder Pheny]- 
hydrazin — welches wir ja zur Beurteilung der Leberpraparate (20) (21) 
gebrauchen — ausiiben, ebenfalls durch aus diesen Verbindungen im Orga- 
nismus entstandene Oxyaminoderivate erklarlich. Sie untersuchten, 
ob aus den EiweiSspaltprodukten anadmisierende Stoffe entstehen 
kénnen. Aliphatische Oxyaminosduren (N-Oxy-glykokoll, N-Oxyleucin) 
iiben eine soleche Wirkung nicht aus. Unter den aromatischen erwies 

fakes /NHOH 

sich nur die Phenyl-x-oxyaminopropionsaure 4 »-Ok 

Ko \CHCOOH 
als Blutgift, auch die isomere f-Saéure war wirkungslos, welche Er- 
scheinung sie durch die benachbarte Stellung des Carboxyls zur Oxy- 
aminogruppe erkliren. Die entgiftende Wirkung des Carboxyls haben 
sie durch das entcarboxylierte Phenyloxyglykokoll (Benzylhydroxyl- 

/NH—OH 
amin) bewiesen. Das Oxycarbamid C=O bewirkt starke 
\NH, 

Anamie, wogegen das Carbamid véllig indifferent ist. Auch hier haben 
wir es mit NHOH-Gruppen zu tun. Es ist nun leicht begreiflich, daB 
freie COOH-Gruppen die NHOH-Gruppierung in die —-CO—N—OH 
verwandeln, die N-Oxyverbindung esterifizieren (—_NHOH-NHOOC), 
durch Salzbildung, oder aber durch Anlagerung: unschadlich machen; 
die COOH-Gruppe iibt ja bekanntlich im allgemeinen eine de- 
toxierende und dystherapeutische Wirkung aus. Die Entgiftung ist 
gewiB eine stoffliche Eigenschaft der antianimisch wirkenden Leber- 
(Magen-)Fraktion, woriiber wir erst nach der Konstitutionsermittlung 
den Beweis erhalten kénnten. 
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Die Bewertung von Leber- und Magenpraparaten. 


Von 
Joseph Erdos. 

(Aus dem chemischen Laboratorium der III. Medizinischen Klinik der 
kénigl. ung. Pazmaény Péter-Universitét in Budapest.) 
(Eingegangen am 16. Marz 1935.) 

Mit 8 Abbildungen im Text. 


Da der eigentliche Heilstoff (Stoffe) in den Leber- und Magen- 
extrakten zur Zeit noch nicht mit Sicherheit bestimmbar ist, sind wir bei 
der Bewertung dieser Praparate auf biologische Methoden angewiesen. 
Ich befasse mich seit dem Jahre 1927 mit antianimisch wirkenden 
Leberpraparaten, und es gelang mir im Laufe der Untersuchungen, ein 
Verfahren zur annahernden Bestimmung der aktiven Fraktion auszu- 
arbeiten, tiber welches ich noch im Jahre 1931 (1) berichtete. 

Nach einigen MiBerfolgen konnte ich die durch Phenylhydrazin- 
vergiftung hervorgerufene kiinstliche Anéimie mit meinem Leber- 
praparat beeinflussen. Als ich die Versuche im Jahre 1929 begann, 
standen mir nur fiir perorale Verabreichung geeignete Praparate zur 
Verfiigung. Ich konnte nachweisen, daB die Erythrocytenzahl von 
Kaninchen durch die einmalige subletale und subcutan verabreichte 
Phenylhydrazingabe rapid sinkt, diese Erniedrigung aber durch ent- 
sprechende Leberdosen aufgehoben werden kann. Es wurde ermittelt, 
daB 16 mg salzsaures Phenylhydrazin pro kg Kérpergewicht die Erythro- 
cytenzahl binnen 48 (72) Stunden um etwa 25 bis 40% erniedrigt, nach 
dieser Zeit beginnt die spontane Remission. Nunmehr sollte die minimale 
Lebermenge bestimmt werden, welche dieser kiinstlichen Anamie 
entgegenwirken kann. 

Vor einigen Jahren haben auch Rusznydk und Engel (2) die Ver- 
anderung der Erythrocyten bei mit Phenylhydrazin vergifteten Tieren nach 
Lebergaben studiert. Ihre Versuchstiere waren Hunde, das Leberpraparat 
wurde subcutan angewendet und 0,02 g Phenylhydrazin pro kg Ké6rper- 
gewicht injiziert. Ihre Resultate entsprechen vollkommen den unseren. 
Nach den Mitteilungen dieser Autoren wurden auch einige entgegengesetzte 
Befunde veréffentlicht. Sie konnten jedoch durch neuerliche Unter- 
suchungen ihre oben beschriebenen Versuchsergebnisse in einer im vorigen 
Jahre ver6ffentlichten Mitteilung (3), in welcher auch auf die diesbeziigliche 
Literatur eingehend hingewiesen wurde, bestatigen. 

Nun méchte ich meine Methode sowie einige der angefihrten 
Versuche kurz beschreiben. 


Zu einer Bestimmung werden drei, sechs oder acht ungefihr gleich 
schwere Tiere wahrend des ganzen Versuchs gleichmaéBig ernahrt. Wir 
beginnen 2 bis 3 Tage vor der Einspritzung mit der Bestimmung der Erythro- 
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cytenzahl, immer zur gleichen Zeit (etwa um 8 bis 11 Uhr, niichtern, gleiche 
Pipette und Kammer). Alle Tiere bekommen nun pro kg 16 (bzw. 10) mg 
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salzsaures Phenylhydrazin in 1 %iger wasseriger Lésung auf einmal unter 
die Riickenhaut, und sofort auch das antianéimische Praparat mit der 
Schlundsonde oder subcutan, ein bis zwei Tiere ausgenommen, welche als 
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Kontrolle dienen. 


J. Erdés: 





Das antianimische Mittel wird nur einmal verabreicht, 


und zwar entweder jedem (zwei bis sechs) Tiere eine andere Dosis, oder aber 
je zwei Tieren die gleiche. Die Erythrocytenzahl bestimmen wir fortlaufend 
taglich, etwa sieben- bis achtmal nach Verabreichung des Praparates. 
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Abb. 


Abb 


Einige meiner diltesten Versuche sind in der Abb. 1 und den 
Tabellen I bis III veranschaulicht. Abb. 2 bis 4 stellen Untersuchungen 
dar, welche an Hunden mit peroraler Verabreichung durchgefihrt 








Orc ore "IML “F% 
0¢'¢ 09'F 2 ‘ILL 2 
00'¢ : 00°F | ‘IIL 06 
0L'F : : OFS ‘IIL ‘81 
08'¢ me og'e = oe TIL “LT 
os'¢ 60'0 Tr0°0 + | o9'¢ ¢0'0 se00 TNL 91 
oL'g 2 > ug'¢ ms “II “ST 


901 34/3 3 0 By/3 9p 01 ay/3 0861 


[yezuayAo 


1909q9'T y jee ee ZUdIIPIG 143414 


ZuUdIOYIG ole 19qa'] ’ Nya 19949] 
. -o1yp AN -orqyAry 


uinyeq 


Ag; 3 009% ney uaeaee 3 0022 nein 3 00FZ ZIRMYOS 


usqouruvy 





TyezueyAvoayyAAG Jap 9Z19MSBueT 
-sny Joep uesunsJopuy Use}yZoNIpessnev usjzUezZOIg Ul Usp JIU SorOIy[[OIZUOY Soulo stp pUN odely, 193/9p 
-uvyoq sqyeavndeidaisqoy] Ud ZIUIOIAD — sSeUleW UBFUSP UPMUIPOSIYOSAGA JIU S1OTIMZ UIZRG] II “TT F[EqRL 


06°F : ci— OFS ~_ s a “Al ‘FT 
OLF : LI — Org . | oe og’e “AI ‘ZI 
06+ — ag'r 83 — OCF “AL ‘OT 
02°¢ +8 — GF : 2 i $0'9 . "AL'S 
C6 F i st z0°e t= 029 = ‘AT h 
#1'C CI1‘0 eF0'O 1 + e1'9 | 02'9 110 “AI 9 
02°e — . = co‘9 = C2'9 —_ "AIG 


OL 3y/3 9/9 90 | 34/3 9 901 34/3 061 


[yezuayfo 
-O1qyAIy 


— 
+ 
— 
oo 
~~ 
— 
a 
z 
= 
— 
= 
a] 
ou 
of 
- 
= 
a 
ed 
= 
= 
a 
= 
= 
‘ 
— 
x 
= 
SI] 
— 
> 
or 
= 
— 
= 
a 
oS 
C4 
a 
- 
laa) 


ZUa1OY I 19qa'] zuesayiq ) l4BZueIA0 1949°] pene zuosayiq '4ezdejAo 10949] 


-o1yy Arg -oryy Ary 
uInje( 





gee 3 00cz uneig ; ; ; “3 00FZ NBA 


3 OOLZ POM 


Biochemische Zeitschrift Band 277. 


usyourae y 





‘SOJIOMSBuBASNY 
sop UusqUeZOIg UL [YVZUSIADVOIYYAAY dap Bundgpuy sip pun | oAdny dop uoiVG elgg “T eeqRy, 





ieeeesenlatetmataabinmeeialeamieineneaeaetbcinetaiaaaiabeimettienieaminaiadiaiaee nein neater aan oceaseusauts 








346 


wurden. Nach der pa- 
renteralen Methode von 
Rusznyadk und Engel 
ergeben sich die Abb. 5 
bis 8. Die Tabellen 1V 
bis VI enthalten die 
Daten der Abb. 2 bis 8. 

Die Versuche habe 
ich teilweise mit nach 
eigener Methode her- 
gestellten Leberprapa- 
raten (4), und mit einem 
Magen- 
Leberpraparat (Ven- 
trepar) durchgefihrt. 
Bei den per os-Serien 
wurden 0,016 g, 
den subcutanen 0,010 g 
Phenylhydrazinchlor- 
hydrat pro kg verab- 
reicht. In den Tabellen 
und Kurven sind die 
Mengen meines Prapa- 
rates in Grammen, die 
des Fabrikproduktes in 
Kubikzentimetern pro 
Kilogramm angege ben. 


inlandischen 


bei 


Aus meinen Unter- 
suchungen geht klar 
hervor, daB das Prinzip 
der Phenylhydrazin- 
methode richtig war: 
die Verminderung der 
Erythrocyten bei den 
Kontrolitieren 
kein antiandmisches 
Praparat erhalten 
erreicht ihr — 
in 48 bis 72 Stunden 


die 


nach der Einspritzung 
(bei etwa 8 % erst nach 
96 Stunden). 
Tieren, 


Bei jenen 
welche Leber- 


Leberpraparats behan- 


den in Prozenten ausgedriickten Anderungen der. Aus- 


- gereinigten 


Die Daten zweier, mit verschiedenen Mengen meines 


Tabelle ILI. 


Kontrolltieres mit 


eines 


die 


und 


delter Tiere 


J. Erdés: 
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oder Magenpraparate erhielten, wird der Tiefpunkt der Andmie erst nach 
96 bis 120 Stunden erreicht (bei ungefahr nur 5°, schon nach 72 Stunden). 
Das Maximum der Verminderung der Erythrocytenzahl wird bei den mit 
antiandmischem Prdparat behandelten Tieren um rund 48 Stunden ver- 
schoben. Auch aus den relativen Mengen der aktiven Substanz kénnen wir 
folgern: die Daten der Tabellen Il und III bzw. die Versuche VII 
bis VIII der Tabelle V, den entsprechenden der Tabelle VI entgegen- 
gestellt, mégen dies beweisen. 


Aus den Ergebnissen kénnen wir feststellen, daB 
1. mit meiner peroralen, sowie 


2. mit der Rusznydk und Engelschen subcutanen Methode an mit 
Phenylhydrazin anadmisierten Tieren (vorteilhaft Hunden!') anti- 
animische Leber- und Magenpraiparate bewertet und miteinander 
verglichen werden k6énnen. 


Tabelle IV. (Kontrolltiere.) Erythrocytenzahl (EZ.) — in 10®— und 


die Differenz (%) in Prozenten des Ausgangswertes. 











Kurve 2 3 4 5 6 7 8 
Stunde EZ.| % | EZ.| % | EZ.| % EZ. % || EZ. % | EZ.| % | EZ | % 
0 | 6,0 49 5,6 6,0 5,4 5,0 5,5 

24 53 /)-—12/4,5!-— 8.53 '-— 5) 6,0 0 5,4 0/51 /+ 2'53/)-— 4 
48 4,0 | — 83) 3,5 —29 4,4 — 23/54 /)/-10'51\|- 6 35\|—30 4,0 -—27 
72 | 4,2 |\—30) 3,9 |— 21)/ 4,2 — 26/36 |—40 4,0 |-26 34 |-—82.41 -—26 
96 (4,7 |— 22/41 |-—17) 4,3 |— 24) 3,8 |— 37) 3,5 |— 85) 3,7 | 26 4,2 -—24 
120 48 |- 20/44 —11)4,6 — 18) 4,8 |—20 3,9 —28 42 |-16 44 —20 
144 55 -— 8 4,7 - 6 53/- 6 4,7 |-18 4,7 |- 6 49 —11 


Tabelle V. Erythrocytenzahl (EZ.) — in 10* — und die Differenz (%) 


in Prozenten des Ausgangswertes. 





Kurve| 2 3 4 5 6 7 8 








Stunde|| EZ.| %> || EZ.| % || EZ.| % | BZ.| % | EZ.| %  EZ.| % || EZ.| % 


0 6,0 53 6,0 5,3 53 5,3 5,4 
241160) 0 52\/—- 2.56\— 7 50\— 6154 +1,5/4,7 —12/55/+ 2 
48/58 - 353/ 0/54/-1049 - 853 0/44 -17/53|- 2 
72 |\4,6 |—28) 3.8 |— 28) 5,3 |— 12) 4,7 |— 11! 4,7 |-12 | 4,1 |— 23/48 | —11 
96 | 4.0 |— 88) 3.8 |- 28/44 |—27 3.5 |-86/ 42 -20/35 |—84)45 | —17 
120 | 42 |—20) 48 |— 20) 8,6 |—32) 4,1 —28 42 —20) 4.6 | —15 
144 4,8 |—20, 4,5 |- 15) 46 |- 28 45 |-15)4,6 -14/46 —14/50/|— 7 
168 5,0 |— 6|58/— 8 


' Falls sich auch Meerschweinchen fiir subeutane Versuche verwendbar 
erweisen, kénnten diese Tiere das brauchbarste Versuchsmaterial darstellen. 


23* 
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Vabelle VI. Erythrocytenzahl (EZ.) — in 10° — und die Differenz (%) 
in Prozenten des Ausgangswertes. 








Kurve 2 3 4 5 6 7 x 
Stunde|| EZ.| % || BZ. | % | EZ.| % | EZ.) % || BZ. | % || BZ.| % || BZ] % 

0 | 54 5.8 5,8 | 5,7 6,0 5,6 5,6 

24 |55/+ 2) 5,7 |-1,5)4,8)}-— 9) 5,7 0/'5,8|— 38) 5,7 2) 5,7 }+1,5 
48 |538i- 2/58 0 49 8 52 — 8 5,7 \- 5) 53 5) 5,1 )/- 9 
72 || 4,8 |— 11) 5,0 —14 | 4,7 = 12 4,2 _—26'54 —10 53 5! 4,4 | —22 
96 | 4,2 |— 22 4,4 24 || 3,9 |— 27) 3,7 |— 85) 44 -— 27) 44 |-—22 39 |-31 
120 | 3,6 |— $4) 4,6 |—21 | 3,8 |—29 40 -— 30) 4,4 27) 4,3 | — 24) 4,0 | —29 
144 | 45 |-17 4,7 |-19 4,4 |-17 4,8 — 20/53 /-— 6) 4,5 |—20 
168 5,2 |-11 |} 5,1 )-— 4 : 

Literatur. 
1) Erdés, Therapia 8, 375, 1931, ungarisch. 2) Ruszenyak u. Engel, 

Deutsche med. Wochenschr. 58, 1592, 1932. 3) Dieselben, Orvosi Hetilap 
78, 389, 1934, ungarisch. — 4) Erdés, diese Zeitschr. 277, 337, 1935. 
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Fortgesetzte Untersuchungen zur Frage 

der Beziehungen zwischen Muskelstoffwechsel und Witterung. 
Ill. Mitteilung: 
Versuche im Hochgebirge. 
Von 

Otto Riesser, Gerhard Kunze und Kite Galle. 
(Aus der hochalpinen Forschungsstation am Jungfraujoch und dem Institut 
fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der Universitat Breslau.) 

(Eingegangen am 23. Februar 1935.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


In vorangehenden Arbeiten! war gezeigt worden, daB der Muskel- 
stoffwechsel, gemessen am Phosphorsaiure- und Glykogenbestand, in 
seinen Schwankungen von Tag zu Tag und von Stunde zu Stunde 
auBeren Einfliissen unterliegt. Die Vermutung, daB es sich um die 
Wirkung meteorologischer Faktoren handle, konnte durch eine gréBere 
Zahl von Beobachtungen bestatigt werden, ohne daB es jedoch gelungen 
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Abb. 1. P,0O;-Werte von tiglich zwei neuen Tieren in Breslau (Sommer 1934). 


wire, die letzte wirksame Ursache im Rahmen des komplizierten meteoro- 
logischen Geschehens aufzukliren. Doch zeigten sich immerhin ein 
gewisses Parallelgehen von Luftmassenwechsel und Muskelchemismus 
sowie die Bedeutung, die den Einzelfaktoren der relativen Luftfeuchtig- 
keit und der Temperatur im Rahmen dieses verwickelten Spiels der 


1 Riesser u. Kunze, Naturwiss. 22, 653, 1934; Riesser, Kunze u. Galle, 
diese Zeitschr. 275, 169, 1934. 
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Witterungsfaktoren zukommt. Unabhangig von allen diesen Be- 
rechnungen und Uberlegungen blieb die eindrucksvolle Tatsache, daB die 
Schwankungen des Phosphorsduregehalts und des Glykogenbestandes 
der Kaninchenmuskeln von Tag zu Tag und innerhalb des gleichen 
Tages jeweils fiir zwei gleichzeitig analysierte Tiere gleich verlaufen. Als 
Beispiel dieses Verhaltens geben wir nochmals einen Ausschnitt der 
Kurven wieder, die wir in den Sommermonaten 1934 einerseits fiir die 
Summe von Kreatin- und anorganischer Phosphorsaure, andererseits fiir 
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Abb. 2. Glykogenwerte von denselben Tieren in Breslau (Sommer 1934). 


das Glykogen bei taglich zwei neuen Tieren analytisch feststellten. Das 
Bild dieser Kurven (Abb. 1 und 2) bringt das Wesentliche besser zur Dar- 
stellung als eine Beschreibung in Worten es vermag. Wir hatten schon 
in unserer letzten (zweiten) Mitteilung darauf hingewiesen, daB wir 
ahnliche Untersuchungen unter den Bedingungen des Hochgebirges 
unternommen haben, und iiber diese soll hier berichtet werden. 

Zuvor aber méchten wir denjenigen danken, die uns diese Arbeits- 
mdoglichkeit gaben: der Kaiser Wilhelm Gesellschaft zur Férderung der 
Wissenschaften, die uns einen Arbeitsplatz gewaihrte, dem Leiter der Inter- 
nationalen hochalpinen Forschungsstation Jungfraujoch, Herrn Prof. W. R. 
Hess, dessen Freundlichkeit und Hilfsbereitschaft wir besonders viel ver- 
danken, sowie denjenigén Freunden und Férderern unserer Arbeit, die uns 
die Mittel zu dieser Forschungsreise in so uneigenniitziger Weise gewahrten. 
Die hochalpine Forschungsstation auf dem Jungfraujoch stellte uns in 
dankenswerter Weise neben dem gut eingerichteten Laboratorium und 
allen erforderlichen meteorologischen Instrumenten vortreffliche Stalle fiir 
50 Kaninchen zur Verfiigung. Der Hauswart der Station, Herr Wveder- 
kehr, war uns eine nie versagende Hilfe. 

Unser Arbeitsplan war gegriindet auf die Hoffnung, unter den 
extremen Bedingungen der Héhe von 3456 m itiber dem Meere neue 
Gesichtspunkte zur Erkennung derjenigen meteorologischen Faktoren zu 
gewinnen, die fiir den EinfluB auf den Stoffwechsel maBgebend sein 
kénnten. Die Frage nach der Rolle des Luftdrucks muBte sich ohne 
weiteres aus etwaigen Unterschieden des allgemeinen Niveaus der 
Analysenzahlen gegeniiber den Beobachtungen in der Ebene (Breslau) 
ergeben. Die Besonnung konnte hier oben, dank ihres besonderen Reich- 
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tums an ultravioletten Strahlen, ihre etwaige Rolle klarer enthiillen, 
und die zu erwartenden schroffen Witterungswechsel lieBen besonders 
starke Ausschlage im biologischen Wirkungsbilde erhoffen. Wenn auch 
nur ein bescheidener Teil dieser Erwartungen sich erfillte, so hat doch 
das Gewonnene seine Bedeutung auf einem Gebiet, wo jeder Beitrag, 
ob positiv oder negativ, der Erkenntnis durchaus neuartiger Probleme 
dienlich sein muB. Die nur kurze Beobachtungszeit von insgesamt drei 
Wochen und die Absicht, in dieser Frist auch noch méglichst viele Ver- 
suchsvariationen zu priifen, gaben der Arbeit von vornherein nur den 
Wert einer ersten wenn auch fiir uns sehr wichtigen Orientierung. Durch 
intensive Ausnutzung der Arbeitszeit glauben wir alles herausgeholt zu 
haben, was unter den gegebenen Umstainden gewonnen werden’ konnte. 


I. Methodik. 

Wieder, wie in unseren bisherigen Arbeiten, sind alle Versuche an 
Kaninchen gemacht. 50 Tiere wurden am 16. August aus Breslau abgesandt 
und langten am 18. August auf dem Jungfraujoch an. Am 25. August, also 
nach einer Akklimatisierungszeit von 8 Tagen, begann die Versuchsreihe. 
Samtliche Tiere waren und blieben, trotz zweimaliger Operation, gesund 
bis zum letzten Tage unseres Aufenthalts. Ihre Stallungen befanden sich 
in einem heizbaren Raum, der, wie alle Nebenraume des Instituts, in den 
Felsen hineingebaut ist. Die Fiitterung bestand, wie in der Ebene, aus Heu, 
Hafer und Kartoffeln; Wasser wurde regelmaBig gegeben. Alle Tiere waren 
ausgewachsene Exemplare vom Mindestgewicht 2 kg. 

Auf die an sich verlockende Bearbeitung der Frage, ob und wie sich 
die Akklimatisierung auf den Muskelstoffwechsel auswirke, haben wir 
wegen der Kiirze der verfiigbaren Zeit verzichten miissen. Wir haben 
lediglich wieder die sogenannte direkt bestimmbare Phosphorsaure 
(Summe von anorganischer und Kreatinphosphorsaure) sowie das Gly- 
kogen taglich analysiert und zwar in den Musculi tibiales antici, die den 
kurz mit Ather betaubten Tieren entnommen wurden. 10 Tage nach der 
Entnahme des ersten Muskels wurde der Muskel der anderen Seite ana- 
lysiert. Die sorgfaltig vernahten Wunden heilten fast stets gut und 
schnell und eiterten nur in seltenen Fallen. Da wir das Phosphagen nicht 
bestimmten, auBer in einigen Sonderversuchen, von denen spater noch 
die Rede sein wird, brauchten wir keine besonderen VorsichtsmaB- 
nahmen (fliissige Luft, Abkiihlung) anzuwenden. Bei der Glykogen- 
bestimmung wurde durch sofortiges Einbringen der Muskelproben in 
siedende Kalilauge postmortaler Zerfall verhindert. Die analytische 
Methodik war die bei uns iibliche: P,O; nach Lohmann', Glykogen nach 
Frank und Foerster?. 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 194, 308, 1928. — 2 Frank u. Forster, 
ebenda 159, 48, 1925. 
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Operiert wurde zweimai am Tage, um 9" 30’ und um 15° 30’, 
also zu den gleichen Zeiten, die wir auch in unseren Breslauer Ver- 
suchen eingehalten hatten. Morgens wurden zwei, nachmittags drei Tiere 
operiert. Gleichzeitig liefen die meteorologischen Beobachtungen, die im 
wesentlichen auf der im fiinften Stockwerk des Instituts gelegenen Platt- 
form, zum Teil im Tierstall des Erdgeschosses ausgefiuhrt wurden. Sie 
wurden taglich zu genau den gleichen Zeiten gemacht: 7, 9'/,, 12, 14, 17, 19, 
und 21" und umfaBten die folgenden meteorologischen Bestimmungs- 
stiicke: 

1. den Luftdruck, 

2. den Wind (Richtung sowie Starke in m pro Sek.), 

3. die Lufttemperatur, trocken und feucht, gemessen mit dem Instru- 
ment von Assmann, 

4. die relative Feuchtigkeit, 

5. die Bewélkung (Art und Starke), 

6. die Sichtweite, 

7. die Himmelsfarbung, mit der Linkeschen Blauskala, 

8. die Sonnenscheindauer sowie die Extreme der Tagestemperatur. 


AuBerdem wurde fiir jeden Termin die Abkiihlungsgr6Be nach den 
Angaben von V. Conrad errechnet als MaB der von der jeweiligen Wetterlage 
an den Organismus gestellten Anforderung an die Warmeregulierung. Zu 
den gleichen Terminen wurden im Kaninchenstall die Temperatur und die 
relative Feuchtigkeit bestimmt, wobei sich teilweise sehr erhebliche Schwan- 
kungen in kurzen Zeitabschnitten herausstellten. Das lag einerseits daran, 
da8B im ersten Versuchsabschnitt die Heizung nur zeitweise in Gang war, 
sodann an einem besonderen Einflu8 der AuBentemperaturen auf die 
Feuchtigkeit der Stalluft. Bei Temperaturen iiber Null schmolz der auf den 
Hangen iiber dem Institut liegende Schnee und das Schmelzwasser sickerte 
durch die Gesteinskliifte in den fiir den Stall ausgesprengten Felsenraum, 
so daB es zu einem hohen Feuchtigkeitsgehalt der Stalluft kommen 
muBte. 

Bei den auf der Plattform des Instituts im Freien aufgestellten Versuchs- 
kisten wurden, soweit sie zugedeckt waren (unbesonnte Tiere), die Innentem- 
peratur der Kisten jeweils besonders gemessen. Bei den in offener Kiste 
gehaltenen, besonnten Tieren bestanden keine praktisch irgendwie in 
Betracht kommende Verschiedenheiten gegeniiber der freien AuSenluft. 


Es sind demnach alle kleinklimatischen Eigenheiten, soweit sie sich 
in unseren Versuchen auswirken konnten, gebiihrend beriicksichtigt worden 
und es wurde besonders auch bei den Messungen im Stall darauf geachtet, 
sie in unmittelbarer Nahe der Tierkafige auszufiihren. 

Die am Morgen zur Operation bestimmten Tiere wurden stets dem Stall 
entnommen. An den Nachmittagen kam ein weiteres Stalltier hinzu, so wie 
in unseren alteren Versuchen in der Ebene. AuBerdem aber wurden je zwei 
Tiere vom friihen Morgen bis zum Nachmittag in Kisten, jedes fiir sich, im 
Freien auf der Plattform gehalten, und zwar eines unter Zutritt des vollen 
Sonnenlichtes, das andere durch einen lose aufgesetzten Holzdeckel be- 
schattet. 

Wir hatten demnach folgende Versuchsvariationen: 1. Tagliche Morgen- 
werte von zwei Stalltieren, 2. tagliche Nachmittagswerte von einem Stall- 
tier, 3. tagliche Nachmittagswerte eines etwa 7 Stunden besonnten Tieres 
























und 4. tagliche Nachmittags- 
werte eines Tieres, das eben- 
lange, aber beschattet, 
im Freien gesessen hatte. 


Wie leicht ersichtlich, 
werden die Verhiltnisse da- 
durch kompliziert, daB die 
wahrend des Tages im Freien 
gehaltenen Tiere nachts iiber 
sich im Stall befunden hatten, 
wo, wie wir schon erwahnten, 
weder Temperatur noch 
Feuchtigkeit konstant waren. 
Aber auch die entsprechen- 
den Werte im Freien wiesen, 
wie wir noch besonders dar- 
legen werden, im Laufe des 
Tages oft sehr groBe Schwan- 
kungen auf. Da wir bisher 


sO 


nicht wissen, wie schnell 
eigentlich der Muskelstoff- 
wechsel den aéuBeren Ein- 


fliissen folgt, so komplizierten 
alle diese Tatsachen die Ver- 
suchsbedingungen mehr als 
uns lieb sein konnte. 


In der folgenden Tabelle 
wird ein meteorologisches 
Tagesprotokoll als Beispiel 
wiedergegeben. 


II. Ergebnisse. 


A. Analysen der Phos- 
phorsiure. In der Abb. 3 
sind die Werte fiir das 
direkt bestimmbare P,O,; 
zusammengestellt. Wir 
haben friiher schon darauf 
hingewiesen, daB wir diesen 
Wert fiir biologisch beson- 
ders wichtig halten, weil er 
im wesentlichen den Gehalt 
an Phosphagen-(Kreatin-) 
Phosphorsaure _ darstellt. 
Wir haben in drei Sonder- 
versuchen das Phosphagen 
nach Eggleton durch Ver- 
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reiben der Muskeln in eisgekiihlter Trichloressigsiure bestimmt. Wir 


fanden: 
Direkt bestimmbares P,O,; . 1. 0,1799%, 2. 0,1780%, 3. 0,1804% 
Anorganisches P,O,. . . . 1. 0,0332%, 2. 0,0402%, 3. 0,0459 % 
Phosphagen-P,O,. .°. . . 1. 0,1467%, 2. 0,1378%, 3. 0,1345% 


Diese Zahlen beweisen, daB in der Tat bei weitem der Hauptanteil 
(rund 77%) des direkt bestimmbaren P,O, Phosphagenphosphorsiure 
ist. Da wir Grund haben anzunehmen, daB bei dieser Analyse immer 
ein Teil des Phosphagens aufgespalten wird, so diirfte in Wahrheit die 
gesamte, direkt bestimmbare Phosphorsaure als Kreatinphosphorsaure 

vorliegen. Die Betrach- 



































220 tung der Kurve Abb. 3, in 
20+ der wieder, wie triiher, je- 
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Abb. 3. P20O;-Werte zweier Stalltiere zum sdurewerte ohne Bedeu- 
Friihtermin. tung ist. Ferner sehen wir, 


: daB der Gleichgang der 
Werte von je zwei Tieren, den wir in den Breslauer Analysen der 
Abb. 1 besonders deutlich erkennen, in der neuen Versuchsreihe ent- 
schieden nicht so gut ist, und daB besonders in der Zeit vom 4. bis 
zum 9. September die Abweichungen der Werte voneinander sich 
haufen. Vielleicht kommt darin eine jahreszeitliche Eigentiimlichkeit 
zur Geltung, da gleichzeitig in Breslau durchgefiihrte Parellelversuche, 
wie wir noch sehen werden, auch keine so schéne Ubereinstimmung 
ergaben, wie wir es bis dahin zu sehen gewohnt waren. Allerdings 
mu die Kiirze der Beobachtungszeit beriicksichtigt werden. Denn 
auch in den alteren Versuchen (vgl. Abb. 1) sind in einem gewissen 
Prozentsatz der Tage Abweichungen der Werte voneinander vor- 
handen, und es ist sehr wahrscheinlich, daB bei langerer Versuchs- 
dauer sie auch auf dem Jungfraujoch ebenso gegeniiber den gleich- 
laufenden Werten verschwunden waren, wie dies in den Versuchen in 
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der Ebene der Fall war. Wir werden aber Veranlassung haben, diese 
, Stérungen des normalen Gleichgangs der Werte noch unter einem 
besonderen Gesichtspunkt zu erértern. 

Abb. 4 gibt die Nachmittagswerte wieder, die an dem Stalltier 
gewonnen wurden und gleichzeitig die Zahlen, die das im Freien und 
beschattet gehaltene Tier ergab. Letzteres war nicht nur tieferen Tempe- 
raturen ausgesetzt, die vielfach bis mehrere Grade unter Null gingen, 
sondern auch einer starkeren Luftbewegung und somit wesentlich ge- 
steigerter Abkiihlungsgr6Be. In den Kurven dieser Abbildung sind nicht, 
wie in den bisherigen Versuchen, an unter gleichen Bedingungen ge- 
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haltenen Tieren die Minima untereinander und die Maxima unterein- 
ander verbunden, sondern jeweils die Zahlen fiir das Stalltier fiir sich 
und fiir das im Freien gehaltene fiir sich. 

Die Betrachtung der Abb. 4 laBt zweierlei erkennen: 1. daB alle 
Werte fiir die im Freien gehaltenen Tiere unter denen der Stalltiere 
liegen. Hierin auBert sich also ein gewisser Einflu8 von niedriger Tempe- 
ratur und erhéhter AbkiihlungsgréBe ; 2. daB, was besonders eindrucks- 
voll erscheint, trotz der groBen Unterschiede der Bedingungen der 
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Gesamtgang der Werte im wesentlichen fiir beide gleichzeitig operierten 
Tiere durchaus ahnlich ist. Daraus miissen wir schlieBen, daB iiber die 
Faktoren der Temperatur, der Abkiithlungsgr6Be und der relativen Feuch- 
tigkeit hinaus ein anderer, alle diese Witterungseinfliisse weit iiber- 
wiegender Faktor maBgebend sein muB. 

Abb. 5 stellt die Nachmittagswerte fiir beide im Freien gehaltenen 
Tiere, also das beschattete und das besonnte, zusammen. Wieder sind 
die Zahlen fiir die gleich behandelten Tiere miteinander verbunden, nicht 
einfach die Maxima und die Minima untereinander. Dabei erkennt 
man, daf fast durchweg die besonnten Tiere etwas niedrigere Werte 
aufweisen als die unbesonn- 
ten. Nun sind jene Tiere 
nicht nur der direkten 
Strahlenwirkung und Er- 
warmung, sondern auch 
stirkerer Luftbewegung in 
den vo6llig offenen Kisten 
ausgesetzt gewesen. Wenn 
wir uns daran erinnern, 
daB die Werte der be- 
schatteten Freitiere unter 
denen der Stalltiere lagen, 
und da’ hier jedenfalls 
die starkere Abkiihlungs- 
groBe maBgebend fiir die 
Differenz ist, so liegt es 


4,7 





Abb. 6. Glykogenwerte zweier Stalltiere zum 
Friihtermin. nahe, den Unterschied der 


besonnten Tiere gegeniiber 
den unbesonnten nicht auf die Strahlung, sondern auf die héhere Ab- 
kiihlungsgréBe zuriickzufiihren. Jedenfalls aber erweist sich auch in 
dieser Zusammenstellung, da unabhangig von allen den genannten 
Witterungsfaktoren der Parallelgang der Werte als Tatsache besteht, 
daB wir also immer wieder auf einen noch unberiicksichtigten, beherr- 
schenden duBeren Faktor hingewiesen werden. Bevor wir tiber die 
Frage nach der Art des Witterungseinflusses diskutieren, sollen die Er- 
gebnisse der Glykogenbestimmungen dargestellt werden. 

B. Analysen des Glykogens. Abb. 6 gibt zunachst in der iiblichen 
Weise die Kurven wieder, die an den Stalltieren des Morgens gewonnen 
wurden und zwar unter Verbindung der Maxima und Minima unterein- 
ander. Ein Vergleich mit der Breslauer Glykogenkurve des Sommers 1934 
(Abb. 2) zeigt sofort, daB auch fiir das Glykogen sich nunmehr haufigere 
und teilweise erhebliche Abweichungen der Werte untereinander ergeben, 
obwohl der Parallelgang im ganzen immer noch deutlich genug ist. 
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Unsere Vermutung, daB diese ,,St6rungen’ des Gleichgangs jahreszeit- 
lich bedingt sind, wird durch die Tatsache gestiitzt, daB auch die gleich- 
zeitig in Breslau erhaltenen Glykogenwerte keine so schéne Kurve 
ergaben, wie wir sie bis dahin zu sehen gewohnt waren (vgl. Abb. 9). 
Auf einen Punkt sei gleich hingewiesen. Der Glykogengehalt der 
Kaninchenmuskeln entspricht unter den Bedingungen des Héhenklimas 
vollkommen demjenigen, der unter denen der Ebene gefunden wird. Dies 
muB hervorgehoben werden, weil Wertheimer! an Meerschweinchen und 
Mausen, die mehrere ‘tage bei einem Luftdruck von 340 mm in der Unter- 
druckkammer gehalten wurden, tiberaus niedrige Glykogenwerte in der 
Muskulatur fand und daraus 

7 T Riickschliisse auf die Wirkung 
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des Hochgebirgsklimas zog. Indes haben wir selbst bei Untersuchung des 
Glykogengehalts von Rattenmuskeln in Breslau mitunter mehrere Tage 
lang ohne irgendwelche erkennbare Ursache niedrigste Glykogenwerte, 
ja mitunter itiberhaupt kein Glykogen gefunden, und auch fiir Kaninchen- 
muskeln schwanken ja die Werte zwischen 0,1 und 1,0%. Vielleicht 
fallen Wertheimers Versuche gerade in eine ahnliche, wahrscheinlich 
durch Witterungsfaktoren aber nicht durch Unterdruck bedingte Periode 
niedriger Glykogenwerte. Jedenfalls kann an Hand unserer Kaninchen- 
befunde die Annahme vom Glykogenschwund im Hochgebirge nicht 
aufrecht erhalten werden. 

Ein Vergleich der Abb. 6 mit Abb. 3 zeigt, was schon unsere alteren 
Versuche aufdecken, daB keinerlei Korrelation zwischen den Glykogen- 


' Wertheimer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 70, 309, 1930. 
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und Phosphorsaiurewerten des gleichen Muskels besteht. Wir haben uns 
schon in der erwahnten Arbeit dazu eingehender geauBert. Abb. 7 gibt 
in entsprechender Weise, wie dies in Abb. 4 fiir die P,O;-Zahlen ge- 
schehen ist, die Nachmittagswerte fiir die Stalltiere zugleich mit denen 
der im Freien aber beschattet gehaltenen und Abb. 8 die Werte fiir 
beschattete und besonnte Freilufttiere wieder. 

Die Zahl der Versuche ist leider noch kleiner als die der P,O;- 
Bestimmungen. Auch hier sind die Zahlen fiir jeweils gleich behandelte 
‘Tiere miteinander verbunden, nicht einfach die Maxima und Minima. 
Dabei zeigt sich nun, daB, genau umgekehrt wie bei der Phosphorsaure, 
die Werte fiir die beschatteten Freilufttiere meist aiber denen der 
Stalltiere liegen. Wenn also auch hier die AbkiihlungsgréBe als 
Ursache der gegenseitigen Verschiebung betrachtet werden darf, dann 
bewirkt ihre Erhéhung beim Glykogen Vermehrung, bei der Phosphor- 
siure dagegen Verminderung. Beim Vergleich der Glykogenzahlen fiir 
die besonnten und nicht besonnten Freilufttiere finden wir aber ein 
ahnliches Verhalten wie beim P,O;. Der Gang der Schwankungen von 
Tag zu Tag erweist sich, besonders wenn man die geringe Zahl der 
Analysen betrachtet, als ziemlich iibereinstimmend fiir je zwei Tiere, und 
wir kommen zu dem gleichen SchluB wie bei der Phosphorsaure : da8 iiber 
Temperatur, Luftbewegung und Feuchtigkeit hinaus ein machtigerer 
Faktor maBgebend sein muB. 


III. Besprechung. 


Die Frage nach den biologisch wirksamen meteorologischen Faktoren 
ist von uns wiederum nach den verschiedensten Richtungen und in 
zahlreichen Berechnungen und Vergleichskurven geprift worden. 
Hierzu liegt um so mehr Veranlassung vor, als soeben ganz unabhangig 
von uns Irvin Fisher! aus dem Atzlerschen Institut Beziehungen von 
respiratorischem Quotient, Grundstoffwechsel, N-Ausscheidung und 
Phosphatumsatz beim Menschen zur Witterung und zwar insbesondere 
zum Luftdruck aufgedeckt hat. Er hat sich allerdings gleich uns und 
allen Vorgingern auf diesem Gebiet ebenfalls zu der Uberzeugung 
bekennen miissen, daB, soweit sich eine Korrelation mit dem Luftdruck 
iiberhaupt darstellen JaBt, dieser doch nur Ausdruck eines iiber- 
geordneten meteorologischen Geschehens sein kénne. 

Wir haben schon darauf hingewiesen, daB der Faktor Lufttempe- 
ratur, mehr wohl noch die Abkiihlungsgr6éBe, in gewissem Umfang wirk- 
sam ist, wobei jedoch nur eine allgemeine Verschiebung des Niveaus der 
Werte, aber kein EinfluB auf die groBen und fiir verschiedene Tiere im 
wesentlichen gleichen Schwankungen von Tag zu Tag in Betracht 


! Irvin Fisher, Arbeitsphysiologie 8, 347, 1934. 
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kommt. Uber die Bedeutung von Temperatur und relativer Feuchtigkeit 
haben wir uns in den vorangehenden Arbeiten schon an Hand gréBeren 
Materials ausgesprochen, dort auch iiber die wesentlich bedeutsamere 
Rolle des Luftmassenwechsels im AnschluB an die Auffassungen von 
Linke sowie von De Rudder das Wesentliche gesagt. 

Die Auswertung unserer am Jungfraujoch gefundenen Zahlen hat, 
trotz der genauen meteorologischen Kontrolle, sich nicht so ergiebig 
gezeigt und zwar im wesentlichen aus dem Grunde, weil, wenigstens 
waihrend unseres Aufenthaltes, sehr erhebliche Schwankungen aller 
maBgebenden Witterungsfaktoren innerhalb eines Tages sich geltend 
machten. Selbst unsere Hoffnung, daB wenigstens die Verfolgung des 
Luftmassenwechsels sich wieder als fruchtbar erweisen werde, wurde nicht 
erfiillt. Einerseits deswegen, weil oft innerhalb eines Tages die Luft- 
massen derart haufig wechselten, daB man nicht sagen konnte, welche 
nun eigentlich als maBgebend fiir die biologischen Vorgange anzunehmen 
sei; die Unsicherheit in dieser Beziehung wird dadurch noch vergr6Bert, 
daB wir iiber die Geschwindigkeit, mit der die Stoffwechselvorginge auf 
Witterungswechsel reagieren, bisher nichts wissen. Ferner aber befanden 
wir uns wahrend eines groBen 'leils unseres Aufenthalts auf der Grenz- 
flache (Inversion) zwischen zwei verschiedenen Luftmassen, was zwar 
meteorologisch mancherlei Interessantes bot, fiir die Deutung unserer 
Ergebnisse aber mannigfache Schwierigkeiten und Zweifelsméglich- 
keiten schuf. 

Kinige Beispiele fiir den iiberaus raschen Luftmassenwechsel und auch 
fiir die zeitweise gerade in der Héhe des Jungfraujochs sich bildenden 
Grenzflichen zwischen verschiedenartigen Luftkérpern seien hier noch 
gegeben, da ihre rechtzeitige und einwandfreie Feststellung vor iibereilten 
irklarungsversuchen und Schliissen schiitzen kann. Es wurden beobachtet: 





Relative 


Tag Zeit "ae dlonett Wind Wolken Sicht Bemerkungen 
1934 | °C | M%o km 
Q27.VIlI. 7600’ +10 83 |E 09 cis, cu 5) dber 50 
9 30! +6,7 60 |SE 2,0) cis, se 4 ef 
14 00) +6,9 60 |W 2.2)| cis, cu2| , 5O 
17 00, +12 89 {iN 2,5) sc, cu 8; bis 20 
19 00. +0,7 96 N 5,2' str 10 0,05 Nebelregen 
28.VIIl., 700! —05! 98 |N 83 str 10} 0,1 | Nebel, Schnee 
14 00 | +33 75 |N 2,0) str, cu 5) iiber 25 
19 00 | +1,8 70 =|SW 1,0) cis, cu 3} bis 100 


Innerhalb dieser 36stiindigen Beobachtungszeit traten insgesamt nicht 
weniger als vier verschiedenartige Luftmassen auf. Die am friihen Morgen 
des 27. August noch vorhandene Kaltluft wird gegen 9" durch eine 
warmere, fohnig absinkende Luftmasse ersetzt mit fast 7° Warme und einer 
relativen Feuchtigkeit von 60%. So bleibt es bis gegen 14%, wo die Wind- 
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drehung auf West eine neue Wetteranderung ankiindigt, die um 175 
auch schon voll zum Ausdruek kommt und sich als ein neuer Kaltluft- 
einbruch darstellt. Diese Kaltluftzufuhr erreicht am friihen Morgen des 
28. mit steifem Nordwind ihren Héhepunkt. Aber schon bei der Mittags- 
beobachtung geht diese Kaltluft wieder in absinkenden Zustand iiber, und 
der Vergleich der Mittagstemperaturen des 27. mit + 6,9° und vom 28. mit 
nur + 3,3° laBt den Kaltluftcharakter noch deutlich erkennen. Am Abend 
des 28. ist jedoch eine neue Warmfront bis nahe an das Jungfraumassiv 
herangelangt, was aus dem weiteren féhnigen Abtrocknen der Luft (nur 
noch 70% relative Feuchtigkeit) und der Winddrehung auf SW deutlich 
erkennbar ist. Die Temperatur mit + 1,8° gegeniiber + 0,7° am Vorabend 
macht es wahrscheinlich, daB diese neue Warmluft zu dem genannten 
Zeitpunkt das Jungfraujoch schon erreicht hat. 

Ahnlich komplizierte Verhaltnisse werden dadurch geschaffen, dai 
kaltere Luftmassen der unteren Schichten gerade noch bis in Jochhéhe 
reichen und von trockenen warmeren Luftmassen iiberlagert sind, so da® 
die die beiden verschiedenartigen Luftkérper voneinander trennende 
Inversion bald etwas unterhalb, bald etwas oberhalb der Forschungsstation 
zu liegen kommt. Ein solcher Fall wird durch das nachstehende Protokoll 
dargestellt : 





Be | jan Relative | | 
Tag Zeit ratur ‘eka Wind Wolken | Sicht Bemerkungen 
1934 9C 9 } km 
6. IX. | 700° —20 | 88 |NW41,0/ cis,cu3  25—50 
9 380| +2,2 49 | NW 1,0) cis, cu 3  50—100 
12 00, +29 39 | NW 2,2! cis, cu 4 etwa 100 
14400 +49 42 N 1,2} cis, cu 4 ~ 200 
17 00) +28 59 | NW 1,4 | cus , 100 
19 00 +1,6 64. | NW 3,7; — — 0 so 
21 00, +1,0 76 | NW 3,0; — — 0 ? 


Seit 9" befanden sich an diesem Tage die cu-Wolken unterhalb des 
Jochs und zeigten eine flache, ausgewalzte Form. Ebenso deutet die gerade 
in den Mittagsstunden so erhebliche Sichtverbesserung darauf hin, daB zu 
diesem Zeitpunkt das Joch voriibergehend in die milde und trockenere Ober- 
strémung gelangt war, wahrend am Morgen und in den Abendstunden die 
feuchtere und kaltere Luft nach oben hin an Machtigkeit gewinnt. 


Beobachtungen der geschilderten Art demonstrieren die Schwierig- 
keiten, die sich fiir die Aufdeckung von Zusammenhingen zwischen 
biologischem Geschehen und Witterung gerade auf Héhenstationen 
bieten. Sie machen es aber auch vollkommen verstandlich, warum die 
Ubereinstimmung der analysierten Werte zwischen zwei gleichzeitig 
untersuchten Tieren im Hochgebirge nicht so regelmaBig war, wie unter 
den viel einfacheren und stabileren meteorologischen Bedingungen der 
Ebene. Wenn man beriicksichtigt, daB die an sich uns noch unbekannte 
Geschwindigkeit der Anpassung biologischen Geschehens an meteoro- 
logische Veranderungen fiir zwei verschiedene Tiere sicher nicht immer 
vollig gleich ist, so miissen ein gar zu schneller und intensiver Wechsel 



























































361 





Beziehungen zwischen Muskelstoffwechsel und Witterung. III. 


der Witterung oder eine labile Wetterlage zwischen zwei Extremen 
leicht zu Verschiedenheiten im jeweiligen Zustand verschiedener Tiere 
fiihren. 

Von solchen Gesichtspunkten aus schien es uns wertvoll, in unserer 
groBen Reihenuntersuchung aus dem Sommer 1934 (vgl. Abb. 1) die- 
jenigen Tage oder Perioden, die keine so tadellose Ubereinstimmung der 
Werte zweier gleichzeitig analysierter Tiere aufwiesen, daraufhin zu 
priifen, ob sich etwa Anhaltspunkte dafiir ergeben, daB gerade zu diesen 
Zeiten die meteorologischen Zustainde labile und unklare waren. 

Im Zeitraum vom 10. April bis 10. Juli 1934 finden wir insgesamt 
18 Tage, an denen die P,O;-Werte der beiden Tiere iiber dem Durchschnitt 
liegende Differenzen aufwiesen. Einige Male traten sie gruppenweise auf. 

Es zeigt sich nun, da diese gréBeren P,O;-Differenzen keineswegs 
etwa an einen bestimmten Luftmassentyp gebunden sind, da sie sich 
vielmehr in fiinf Fallen auf vordringende Warmluft, in vier Fallen auf Kalt- 
luft und in drei Fallen auf indifferente Luft verteilen. Man mu8 daher 
andere, allen ,,St6rungsterminen** gemeinsame Merkmale suchen. Dabei 
fallt auf, daB sich in 8 von den 12 Fallen die Grenzzone (Frontalzone) zwischen 
kalteren und warmeren Luftmassen zu diesen Terminen gerade durch 
Schlesien zog, und da an neun Terminen eine mehr oder weniger stark aus- 
geprigte absinkende Luftbewegung, also Féhn, bestand, der zu dieser 
Jahreszeit in Schlesien oft der Vorbote von Gewittern ist. So fanden wir 
in der Tat in der Nachbarschaft der genannten ,,St6rungstermine™ siebenmal 
Gewittertatigkeit. 

Alle diese Charaktervistika aber: Frontalzone, Féhn, Gewitter, sind 
Ausdrucksformen eines labilen Witterungszustandes, also eines gerade sich 
vollziehenden Witterungsumschwunges. Indem die starkeren Abweichungen 
der Phosphorsiurewerte in fast allen Terminen in eine so gekennzeichnete 
Wetterlage fielen, gewinnen die auf dem Jungfraujoch beobachteten Zu- 
sammenhinge zwischen Labilitat der Witterung und Unsicherheit der 
biologischen Reaktion eine weitere Stiitze. 

Diese ausdriicklich als vorliufig zu bezeichnenden Betrachtungen 
ergeben aber wieder neue wichtige Fragestellungen. Als erste die, wie 
groB die mittlere Reaktionsgeschwindigkeit des Muskelchemismus auf 
Witterungsinderungen ist und zweitens, ob in Klimagebieten mit 
stabileren Wetterverhaltnissen, also insbesondere den rein kontinentalen, 
das Auftreten von Divergenzen in den’ P,O;-Werten verschiedener 
gleichzeitig analysierter Tiere sich auf ein Minimum beschrankt. 

Vielleicht wird man auf diesem so tiberaus interessanten und zu- 
gleich bedeutsamen Gebiet weiter kommen, wenn man zunachst einmal 
die Versuchsbedingungen dadurch vereinfacht und schematisiert, dab 
man unter kiinstlichen, absolut gleichmaBigen und in genau bekannter 
Weise variierbaren klimatischen Bedingungen arbeitet. Es wird dann 
vielleicht klarer zutage treten, welche von den bekannten Faktoren 
wirksam sind und welche nicht, oder ob etwa die wirksamen Kriafte 
auBerhalb der experimentell variierbaren zu suchen sind. Mehr und mehr 
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fiihren uns unsere Erfahrungen zu der Vermutung, zu der alle meteoro- 
logisch-biologischen Untersuchungen immer wieder hinleiten: da8 es doch 
schlieBlich luftelektrische GréBen sind, die, wenn sie nicht selbst maB- 
gebend sind, doch die letzthin maBgebenden Krafte am besten wider- 
spiegeln. Die Einbeziehung der Luftelektrizitat aber fiihrt uns zwangs- 
maBig dazu, auch alle diejenigen geophysikalischen GréBen in den Kreis 
der Betrachtung zu ziehen, von denen die Luftelektrizitét ihrerseits 
abhangt: Sonnenflecken, Erdmagnetismus und Bodenverhiltnisse. Wer 
in die Beziehungen einzudringen versucht, die das lebendige Geschehen 
ganz allgemein und ohne Zweifel mit dem atmospharischen verkniipfen, 
darf jedenfalls auch vor der Einbeziehung und kritischen Verwertung 
fernliegender Erscheinungen nicht zuriickschrecken. 


Anhang. 


Wie schon erwahnt, hatten wir Gelegenheit, gleichzeitig mit den 
Versuchen auf dem Jungfraujoch auch in Breslau Parallelversuche 
machen zu lassen. Leider konnten sich diese aus duBeren Griinden nur 
auf 14 Tage erstrecken. In dieser 
Zeit wurden zu den gleichen Tages- 
zeiten wie auf dem Jungfraujoch je 
zwei Tiere morgens und nachmittags 240} 
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Abb. 9a. P205-Friihwerte Abb. 9b. P,20;-Nach- 
zweier Tiere in Breslau. mittagswerte zweier Tiere 
in Breslau. 





analysiert. Das Ergebnis ist in den Abb. 9 und 10 wiedergegeben. Wie 
wir schon oben erwahnten, ist auch in dieser kurzen Versuchsreihe der 
Parallelismus der Werte nur teilweise befriedigend. Bei den P,O,-Zahlen 
liegen die Morgenwerte teilweise ziemlich weit auseinander, fir die 
Nachmittagszahlen dagegen ist die Gleichheit des Verlaufs sehr be- 
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friedigend. Im Hinblick auf das, was wir weiter oben iiber die mégliche 
Ursache von Stérungen im Parallelverlauf sagten, ist es nicht ohne 
Interesse, daB an den Tagen stairkerer Abweichungen der Werte von- 
einander die Wetterkarte die Kennzeichen eines Witterungsumschwungs 
wiedergibt, besonders dadurch, da die Grenze zwischen zwei ver 
schiedenen Luftmassen gerade zu diesen Terminen durch Schlesien fiihrt. 
Auch die Glykogenzahlen bieten ein Bild, das von den im Sommer 
erhaltenen durch starkere Differenzen der gleichzeitig bestimmten Werte 
stark abweicht, wenn es auch immer noch einen im ganzen gleichen Gang 
wiedergibt. Ein Vergleich mit den genau gleichzeitig erhaltenen Werten 
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auf dem Jungfraujoch macht jedenfalls offenbar, daB weder im Verlauf 
der P,O,;- noch der Glykogenwerte eine Ahnlichkeit besteht, daB also 
die entscheidenden auBeren Wirkungen von Faktoren ausgehen, die an 
beiden Stellen verschieden sein miissen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bestimmung der sogenannten direkt bestimmbaren Phos- 
phorsaure (Summe von Phosphagen- und anorganischem P,O;) sowie 
des Glykogens in den Muskeln von taglich mehreren Kaninchen zeigt 
zunachst, daB nach GréBenordnung und Art der Schwankungen kein 
Unterschied zwischen den in 3500 m Héhe und den in der Ebene er- 
haltenen Zahlen besteht. 

2. Wiederum, wie in friiheren Versuchen in der Ebene, liegen die 
Werte fiir verschiedene gleichzeitig untersuchte Tiere von Tag zu Tag 
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in der Regel einander nahe, und die Kurven der Maxima und der Minima 
verlaufen bis auf einige grébere Abweichungen meist einander parallel. 
Fir die gréBere Zahl der Abweichungen von dieser Regel wird versucht, 
in dem gehauften Auftreten von meteorologischen Inversionen (Unstetig- 
keiten) eine Erklarung zu geben. Eine Sichtung alteren Untersuchungs- 
materials nach diesem Gesichtspunkt vermag diesen Erklarungsversuch 
zu festigen. 

3. Die im Freien gehaltenen Tiere weisen niedrigere P,O,;- und 
meist héhere Glykogenwerte auf als die im Stall gehaltenen, wihrend 
die im Schatten und geschiitzt gehaltenen Freitiere gegeniiber den 
besonnten und ungeschiitzten meist héheren P,O;- und Glykogengehalt 
haben. Als Ursache dieser Niveauverschiebungen wird jeweils eine 
starkere Abkithlungsgr6Be angenommen. Im iibrigen aber ist der Ver- 
lauf aller Kurven weitgehend unabhangig von den duBeren Verhilt- 
nissen, unter denen die Tiere gehalten wurden, und mu daher durch 
einen tibergeordneten Faktor meteorologischen Geschehens bedingt sein. 

4. Gleichzeitig in Breslau, also in der Ebene, vorgenommene 
Versuche ergeben eine durchaus andere Kurve sowohl fiir das P.O; wie 
fiir das Glykogen. Die auch hier im Gegensatz zu den Sommerversuchen 
weit starkeren Abweichungen vom Parallelgang der Maxima und Minima 
werden wiederum auf die wahrscheinlich jahreszeitlich bedingte gréBere 
Haufigkeit von labilen Witterungslagen zuriickgefiihrt. 







































Die Abspaltung von Formaldehyd aus Hexamethylentetramin 
bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration und konstanter 
Temperatur. 
Von 
E. Philippi und J. Lébering. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Eingegangen am 14. Mdrz 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Verlauf von‘ Arbeiten jiber die Zerfallsgeschwindigkeit von 
Formaldehydkondensationsprodukten wurde auch das Hexamethylen- 
tetramin untersucht. Nicolaier (1) hat schon 1899 dieses Mittel in die 
Therapie eingefiihrt. Spater hat T'rendelenburg (2) in einer grundlegenden 
Arbeit den Zerfall bei verschiedenem py gemessen. In Ermangelung 
einer geeigneten Methode zur Formaldehydbestimmung muBte er das 
jeweils abgespaltene Ammoniak nach der Kjeldahl-Methode freimachen 
und titrieren. Er setzte 0,2°,ige Lésungen bei 38° an, von denen er in 
gewissen Zeitabstanden einen gemessenen Teil herauspipettierte und in 
siedende Natronlauge tropfen lieB. Das freigemachte Ammoniak wurde 
in eine Vorlage mit Salzsiure destilliert. Dabei erhielt Trendelenburg 
eine Kurve, die zeigte, daf bei kleiner werdendem py die Zerfalls- 
geschwindigkeit gréBer wurde und daB nach 6 Stunden bei einem px < | 
das Hexamethylentetramin fast vollstandig zersetzt war. 

Da es fiir pharmakologische Zwecke hauptsachlich von Wichtigkeit 
ist, wieviel reduktionsfahiger Formaldehyd in bestimmten Zeiten ab- 
gespalten wird, ist mit Hilfe der inzwischen von FE. Miiller (3) gefundenen 
und ausgearbeiteten potentiometrischen Titration von uns der jeweils 
freigewordene Formaldehyd bestimmt worden. 

Obwohl dabei fiir den Zerfall dieselben Bedingungen wie von 
Trendelenburg eingehalten wurden (Temperatur und Konzentration der 
Lésungen), wurden bei kleinem py andere Werte und bei einem pu < | 
praktisch gar kein Zerfall festgestellt. Um ganz sicher zu gehen, 
wurde in den meisten Fallen sowohl der abgespaltene als auch der 
im unzersetzten Hexamethylentetramin vorhandene Formaldehyd 
bestimmt. 

Der Gang der Analyse war dabei folgender: 10 cem wurden heraus- 
pipettiert, mit einem abgemessenen Uberschu8 an Silbernitrat versetzt 
und sofort stark sodaalkalisch gemacht. Da Hexamethylentetramin 
in alkalischem Medium sehr bestandig ist, kann fiir diesen Zeitpunkt 
praktisch das Ende der Zersetzung angenommen werden. Die vom 
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Formaldehyd nicht reduzierten Silberionen wurden riicktitriert, und die 
Lésung vom ausgeschiedenem Silber und Silberchlorid filtriert. Im 
Filtrat wurde nun das noch unzersetzte Hexamethylentetramin nach 
Zusatz von Schwefelsiure zerlegt und der Formaldehyd im Wasser- 
dampfstrom tiberdestilliert. Die Summe des in diesem Destillat ge- 
fundenen und des vorher bestimmten, wahrend der Versuchsdauer 
abgespaltenen Formaldehyds, muB den Gesamtgehalt ergeben. In einer 
Zusammenstellung weiter unten kann man sehen, daB meist tiber 99°, 
des gesamten Formaldehyds zuriicktitriert werden konnten. 

Es wire denkbar, daB unter der kondensierenden Wirkung des 
Natriumcarbonates wahrend der Titration wieder Ammonsalz und Form- 
aldehyd unter erneuter Hexamethylentetraminbildung zusammentreten. 
Durch Kontrollversuche wurde aber festgestellt, daB die Oxydation des 
Aldehyds rasch genug verlauft, um einer Kondensation zuvorzukommen. 
In saurem Medium wurden Formaldehyd und Ammonsalz zusammen- 
gebracht und dann wie iiblich mit Silbernitrat und Soda versetzt. Nach 
der Titration konnte festgestellt werden, daB der angesetzte Formaldehyd 
quantitativ zuriickerhalten worden war, also mit dem Ammonsalz nicht 
reagiert hatte. 


I. Gehaltsbestimmung einer Formaldehydlésung ohne Ammonsalz. 

20 ecm einer ungefahr n/20 Formaldehydlésung werden mit Silbernitrat 
titriert. Es werden 15 cem n/10 Silbernitratlésung zugegeben, davon werden 
verbraucht: 

1. 9,85cem AgNO, = 0,0148 g CH,O 
2. 9,82 ,, AgNO, = 0,01475 g CH,O 
3. 9,82 ,, AgNO, = 0,01475 g CH,O 


Il. Bestimmung bei Gegenwart von Ammonsalz. 

‘Es werden den 20 ccm der Formaldehydlésung noch verdiinnte Schwefel- 
siure und 20 ccm einer ungefahr n/20 Ammoncarbonatlésung zugegeben. 
Die Lésung mu8 dann noch sauer bleiben. Danach wird sofort mit Silber- 
nitrat und Sodalésung versetzt. Es wird riicktitriert: 

1. 9,88 cem AgNO, = 0,0148 g CH,O 
2. 9,82 ,, AgNO, = 0,01475 g CH,O 
3. 9,85 ,, AgNO, = 0,0148 g CH,O 

Aus diesen Werten kann man sehen, da$ der Formaldehyd sich wahrend 
der Titration unter dem EinfluB des Natriumcarbonats nicht wieder riick- 
laufig mit Ammonsalz zu Hexamethylentetramin verbindet. 


Der Zerfall des Hexamethylentetramins. 


Als Pufferlésungen wurden verwendet: sekundéres und _primares 
Phosphat, Borat, Citrat, Acetat, Natronlauge und an Stelle der sonst 
iiblichen Salzsiure Schwefelsiure. In einem Kontrollversuch wurde auch 
Salzsaurecitrat als Puffer verwendet. Vor der Zugabe des Silbernitratiiber- 
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schusses muSten die Chlorionen ausgefallt werden. Der Endpunkt der 
Fallung wurde potentiometrisch festgestellt und dann weiter wie iibich zur 
Formaldehydbestimmung verfahren. Auf diese etwas umstandliche und 
deshalb nicht durchweg angewandte Methode wurden die Werte der Versuchs- 
reihe V (pH = 4,08) erhalten. AuBerdem wurde der Versuch Ie mit Salz- 
sdure gepuffert. 

Samtliche Lésungen wurden hergestellt durch Auflésen von 0,5 g 
Hexamethylentetramin in zweimal destilliertem Wasser bzw. in den ent- 
sprechenden Pufferlésungen zu 250 cem. Man erhielt also eine 0,2 %ige 
Lésung wie T'rendelenburg. Der Zerfall wurde bei 38° (Thermostaten- 
konstanz = -+ 0,05°) untersucht. In folgenden Tabellen sind die einzelnen 
Versuchsreihen zusammengestellt. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde 
mit emer Wasserstoffelektrode und einem Kapillarelektrometer als Null- 
instrument gemessen. 


I. Ansdtze und py-Bestimmungen. 


Ia. Gelést in ungefahr 0,8 n Schwefelsaure: 
PH = 0,106 21 A 
0,15642 £ (70 Stunden) 


0,26263 = pu (mittel) 0,13131 


Ib. Gelést in ungefahr 0,5 n Schwefelsaure: 
pu = 0,3408 A 
0,4212 EB (7 Stunden) 


0,7620 = px (mittel) 0.3810 


Ic. Gelést in ungefahr 0,5 n Salzsaéure: 
pu = 0,3104 A 
0.3921 E (7 Stunden) 


0,7025 = pu (mittel) 0,3512 


Id. Gelést in Pufferlésung 0,5 n Schwefelsaure 0,5 Citrat (8: 2): 
PH = 0,8416 A 
0,9110 EB (8 Stunden) 


1,7526 = pu (mittel) 0.8763 


Ie. Gelést in Pufferlésung ungefaihr 0,5 n Schwefelsiure — 0,5 n Citrat 
(7:3): 
PH = 1,2857 A 
1,4232 FE (7 Stunden) 


2,7089 = pu (mittel) 1,3544 


II. Gelést in n 10 Schwefelsaéure-Citrat (7: 3): 
py = 2,2117 A 
2,4200 E (6 Stunden) 


4,6317 = pu (mittel) 2,3158 
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III. Gelést in n/10 Schwefelsaure-Citrat (6,5 : 3,5): 
pu = 2,6429 A 
2.8501 E (8 Stunden) 
5,4930 = pu (mittel) 2,7465 


IV. Gelést in n/10 Schwefelsiure-Citrat (6 : 4): 
pu = 3,2500 A 
3,4900 FE (5 Stunden) 
6,7400 = px (mittel) 3,3700 


V. Gelést in n/10 Salzsdure-Citrat (4,8 : 5,2): 
pu = 3,9978 A 
4,1625 FB (5 Stunden) 
8,1603 = px (mittel) 4,0801 


VI. Gelést in Essigsiure-Natriumacetat (1: 1): 
pu = 4,6162 4 
4,7061 # (6 Stunden) 
9,3223 = pu (mittel) 4,6612 
n/10 Citrat-Natron (2,5: 7,5): 
pu = 5,3125 A 
4,4921 # (51/, Stunden) 
10,8046 = pu (mittel) 5,4023 


VIL. Gelést iz 


— 


n/10 Citrat-Natron (3,5: 6,5): 
PH 5,8520 A 
6,1024 E (4 Stunden) 


11,9544 = pu (mittel) 5,9772 


VIII. Gelést i 


~ 


sekundaérem und primarem Phosphat (3,5: 6,5): 
PH 6,5697 A 
6,7061 E (11 Stunden) 
13,2758 = pu (mittel) 6,6364 


IX. Gelést in 


~ 


II. Zerfallsbestimmungen. 

Es werden aus den Lésungen jeweils 10 ccm herauspipettiert. Die 
mit* bezeichneten Werte sind erhalten, indem die Lésungen vom Silber- 
chlorid und abgeschiedenem Silber aus der Bestimmung des abge- 
spaltenen Formaldehyds filtriert wurden und dann im Filtrat nach 
Zugabe von einigen ccm Schwefelsaure das noch tibrige Hexamethylen- 
tetramin zersetzt und der freiwerdende Formaldehyd destilliert wurde. 


Es wurden auf der Ordinate die Prozente abgespaltenen Form- 


aldehyds, auf der Abszisse die Zeit in Minuten aufgetragen. Man be- 
kommt fiir jeden py-Wert eine nach oben flacher werdende Kurve. 
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0,000 187 
0,000 30 
0,025 2 
0.000 50 
0,019 5 


0,000 165 
0,000 240 
0,024 8 
0.003 07 
0,024 6 


0,000 195 
0,000 210 
0,025 2 
0,090 300 
0.025 2 


0,000 262 
0.000 272 
0,023 85 
0,000 272 
0,024 1 
0,000 345 
0,000 975 
0,023 6 
0,004 35 
0,007 3 
0,010 3 
0,015 3 


0,003 75 
0,006 45 
0,008 31 
0,012 2 


0,003 0 
0,004 89 
0,007 20 
0,018 1 


0,001 82 
0.003 75 
0,005 02 
0,020 7 


0,002 35 
0,024 5 

0,003 39 
0,023 30 
0,007 43 
0,001 66 
0,001 92 
0,023 5 


06 ab- 


gespaltener 
Ct 


1,0 


g zerfallenes 
Hexamethylen- 
tetramin 


0,003 65 
0,005 86 


0,009 78 


0,003 21 
0,004 70 


0,006 
0,003 8 
0,004 1 


0,005 86 


0,095 1 
0,005 3 


0,005 3 


0,006 72 
0,019 1 


0,085 
0,142 
0,020 1 


0,073 2 
0,129 
0,165 
0,238 
0,058 6 
0,095 5 
0,141 


0,003 55 
0.073 5 
0.098 


0,066 


0,014 5 
0,032 5 
0,037 5 
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Ze . r C 0, abgespaltene g zerfallenes 
in ae AgNt da 4 yy al “lo ay £% ait Hexamethylen- 
tetramin 
VIII 1 122 0,33 0,009 499 1,95 0,009 75 
2 181 0,41 0,000 615 2,4 0,012 
3 270 0,48 0,000 720 2.81 0,014 1 
is. “2 120 0,11 0,009 152 0,6 0,900 3 
2 129 015 0,090 225 0,88 0.004 4 
3 740 0,21 0,000 315 1,23 0,006 15 
4* 740 16,6 0,024 9 97,0 —- 


Es wurden auferdem noch vier Messungen gemacht, deren Werte sich wohl in die Er- 
gebnisse der anderen Messungen einfiigen, aber noch derart schwankend sind, daf man sie 
nicht zu einer Kurve verbinden kann. Die Ursache liegt vielleicht im Auftreten eines Zwischen- 
produktes. Die Untersuchungen hier werden fortgesetzt. 





Pu-Wert 0/9 abgespaltener CH,O Pu-Wert 0) abgespaltener C H,O 
nach 6 Stunden nach 6 Stunden 
I. f) 1.46 5,8 T. h) 1,77 5,0 
I. g) 1,66 1,6 . i 2,12 15,8 


AuBerdem werden die nach 6 bzw. 2 Stunden abgespaltenen Form- 
aldehydmengen (in %) zum px aufgetragen (Kurve | und 2). Man be- 
kommt eine Kurve, die mit der T'rendelenburgschen bis zum py 4.8 


50 





4 
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fast vollkommen iibereinstimmt. Von da an geht sie wesentlich flacher 
bis zum pu 2.3. Die Werte bei 2,3 sind fast 100°, niedriger. 


Entgegen aller Erwartung kann nun unter einem px-Wert von 
1.3 nach 6 Stunden nur eine ganz geringe Menge Formaldehyd gefunden 
werden. Es ist aber nicht etwa méglich, daB der Formaldehyd durch 
irgendeine Nebenreaktion zerstért worden ware. Denn es konnte ja aus 
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der gleichen Lésung immer noch der nicht titrierte Anteil (meist an die 
97°.) spater bestimmt werden. 
Zahlt man beide Werte zusammen, |. den abgespaltenen Aldehyd und 


2. den nach der ersten Bestimmung im Wasserdampfstrom freigemachten, 
so erhalt man folgende Zahlen: 





Versuch Ia: 1. Lie% 2. 106% 
98,4 % 76.10% 
99,57 % (— 0,43 %) 78,05 %, (— 21,95 %) 
100 ; 
90 1A nach 6 Stunden 


8 nach 2 Stunden 
1C’ Trendelenburgs-Kurve nach 6 Sunden 
nach 6 Stunden * 







zs 8 
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Bei 2. ist die Differenz durchaus erklarlich, denn nach 72stiindigem 
Stehen wird Formaldehyd immer entweder Cannizzaro-Reaktion oder Aldol- 
kondensation erleiden. Es mu8 aber immerhin angenommen werden, da 
22 % dennoch abgespalten worden sind, was aber bei der Linge der Zeit noch 
sehr wenig ist. 


Versuch Ib: 1. 0,94% 2. .1,20% 

97,0.% 96,10 % 

97,94% (—2,06%) 97,30 (— 2,7%) 
Versuch Ie: 1. 0,82% 2. Ete 

98,4 % 98,40 % 

99,22% (— 0,78 %) 99,57 % (— 0,43 %) 
Versuch Id: 1. 1,06% 

93,0 % 

94,06 % (— 5,94 %) 
Versuch Ie: 1. 1,06% 2. 38% 

94,0 % 92,5 % 

95,06 % (— 4.94%) 96,3 (— 3,7%) 


' 
‘ 
t 
; 


froeascnpongenrenst shee 
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Das sind im Mittel 96,77%, eine Fehlerdifferenz von 3,23%, die in 
Anbetracht der Tatsache wenig ausmacht. Auch bei den anderen Versuchs- 
reihen ergibt die Addition der beiden Formaldehydbestimmungen gute Werte. 


Versuch II: 40,1% Versuch IV: 28,2% 

59,8 % 70,9 % 

99,9% (—0,1%) 99,1% (—0,9%) 
Versuch V: 19,6% Versuch VIa: 88% 

80,9 % 91,1 % 

100,5% (+ 0.5%) 99,9% (—0,1%) 
Versuch VIb: 13,2 % Versuch X: 97,0 % 

86,0 % 1,23% 

99,2% (—0,8%) 98,23 % (— 1,77 %) 


Hier ist das Fehlermittel 0,709%, die Fehlergrenze + 0,5 — 0,9 %. 


Urspriinglich war nach allgemeiner Anschauung und nach Be- 
statigung durch Trendelenburgs Untersuchungen anzunehmen, daB das 
Hexamethylentetramin zerfallt nach 

C,H,,N, + nH,O 2 6CH,O + 4NH, + (n-6) H,O. 
Trendelenburg hat den Zerfall gemessen durch Bestimmung abge- 
spaltenen Ammoniaks. Wenn man nun unter denselben Bedingungen 
den abgespaltenen Formaldehyd bestimmt, so miiBte man eigentlich 
vollkommen identische Kurven bekommen, wenn tatsachlich Hydrolyse 
nach obiger Gleichung eingetreten ware. Da zunachst ein Fehler in der 
Methode vermutet werden muBte, ist jede uns méglich scheinende 
Fehlerquelle untersucht worden. Wie oben schon erwahnt, konnte eine 
Riickbildung von Hexamethylentetramin beim Versetzen mit Soda 
vermutet werden. Durch die Blindversuche ist bewiesen worden, da 
dies nicht der Fall ist. DaB Formaldehyd durch Sodazusatz wahrend der 
Titration nicht Aldolkondensation oder Cannizzaro-Reaktion erleidet, 
hat schon Erich Miiller (3) bewiesen. Aber auch wahrend der Versuchs- 
dauer ist zumindest in den ersten 6 bis 7 Stunden der abgespaltene Form- 
aldehyd nicht zerstért worden. Ein Beweis dafiir ist die 99 °,ige Riick- 
titration des Gesamtgehalts. SchlieBlich konnte noch angenommen 
werden, daB die Pufferlésungen, von denen zum Teil andere ge- 
nommen werden muBten, stérend wirken. 

Die Schwefelsaéure, die ja bekanntlich unter besonderen Umstanden 
mit Hexamethylentetramin ein schwefelsaures Salz bildet, st6rt nicht, 
da die Parallelversuche mit Salzséure (Versuch Ie und V) gleiche Resul- 
tate gaben, bzw. sich in die Kurve anstandslos einfiigten. 


Citronensaure bildet mit Hexamethylentetramin die unter dem 
Handelsnamen ,,Formurol‘‘ bekannte Additionsverbindung. Es sind 
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aber mit Citratpuffer (pq = 4,08 und 5,9) auch Werte erhalten worden, 
die sich mit den T'rendelenburgschen decken. Dort konnte also die 
Citronensdure nicht stérend wirken. 

Darnach ist anzunehmen, daB bei kleineren py nicht die dem hydro- 
lytischen Zerfall nach T'rendelenburg entsprechende Menge Formaldehyd 
frei in Lésung ist. Es kann entweder das Urotropin bei kleineren py 
teilweise iiber ein Zwischenprodukt Z zerfallen, das einerseits im alka- 
lischen Bereich, besonders beim Erhitzen, unbestandig ist und daher von 
Trendelenburg durch die siedende Natronlauge noch zusatzlich zersetzt 
wurde. Dadurch wiirden die hohen Zerfallswerte zustande kommen 
und es wiirde auch erklaren, warum bei Trendelenburg zwischen der 
H’-Ionenkonzentration und der Geschwindigkeitskonstante keine ein- 
fache Proportionalitat besteht. 

Man kénnte aber auch annehmen, dab zunachst ein bestimmter Teil 
des Hexamethylentetramins vollstindig zerfillt und dann bei ab- 
nehmendem px aus dem freien Formaldehyd mit den Ammonsalzen ein 
neues Produkt entsteht. Bei ganz kleinen py miiBte dann der Zerfall 
entweder ganz nach dem Schema 


C,H,.N, +n H,0 2Z + «NH, + (n-x) H,O 


verlaufen, oder die hypothetische Formaldehydammoniakverbindung 
quantitativ entstehen. In diesem Zusammenhang sei daran erinnert, da} 
z. B. Methylendiamin in saurem Medium durchaus bestandig ist und von 
Knudsen (4) aus dem Methylendiformamid mit konzentrierter Salzsdiure 
als salzsaures Salz abgeschieden worden ist. Es soll aber keineswegs 
behauptet werden, da das Zwischenprodukt etwa Methylendiamin sein 
kénnte. Wenn ein Zwischenprodukt entsteht oder der Zerfall tiber ein 
Zwischenprodukt geht, so mite das in saurem Medium sehr bestandig 
sein, im alkalischen aber leicht zerfallen. In dieser Richtung werden die 
Versuche fortgesetzt. 


Zum SchluB sind noch die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten 
ausgerechnet und zusammengestellt worden. Sie zeigen bei grobem py 
einen ahnlichen durch die Pufferzerst6rung hervorgerufenen Gang, wie 
bei Trendelenburg. Bei kleinem py liegen sie niher beieinander. Inter- 
essant ist, daB in der zweiten Halfte der Kurve die Werte auch noch 
fiir monomolekulare Reaktion stimmen. 


Zusammenstellung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten. 
Versuch IT: pH = 2,3158 ky 1,527 . 107% 
Cu 4,86.10°° k, 1,231 ..10-* 

k 1,023..i10-° 


: 
kim ,260 . 1073 
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Versuch IIL: po = 2,7465 kb, = 1,206.10 
1,75.10-° ky = 1,096. 10-3 
k, = 9,097 . 10-* 

(ky 6,831 . 10-4 nach 12 Stunden) 


Ch = 


km 2° 4,127. 10 (aus k, ks ks) 


Versuch IV: pu 3,3701 &, = 1, AG 
Cy = 4,26.10-4 k, = 6,4 .107-4 
ky = 6,4 .1074 


oe 00 «10° 


Versuch V: pH = 4,0806 k, = 5,985 . 10-4 
Ca= 86 .10°5 & tba’ .107* 
‘. = 6,04 . 1074 


km = 6,012. 1074 


Versuch VI: pu = 4,6612 k, = 4,47 .10-* 
Cy 2,152 . 10-5 ke = 3,78 eT Sty 
k, = 7,33 .10-5 


km = 2,99 . 1074 


Versuch VIL: pa = 5,4023 k, = 2,266. 10-4 
Cu = 3,96. 107° ky = 2,564. 10-4 
b= 1,16... 1074 


km = 1,724 . 10-4 
Versuch VIII: pu = 5,9772 k, «= 1,006°. 10-* 


‘ 
Cg = 108 10" he 78 Ie 
k,; = 5,07 .10-5 


km = 9,69 . 10-5 
\ Versuch IX: py = 6,6364 k, = 5,008 . 10-5 


Cg = 241.10"? & 2,04 .10-5 
ks = 8,04 .10-* 


I 


km = 2,837 . 1075 


Bei der Ausrechnung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten 
wurden von den einzelnen Versuchsreihen immer die Titrationen 1 und 2 
fiir k,, 2 und 3, 3 und 4 fiir k, bzw. kg verwandt. Von diesen drei Kon- 
stanten wurde das Mittel genommen. Eine einfache Proportionalitat 
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zwischen der Wasserstoffionenkonzentration und den Zerfallskonstanten 
besteht nicht. Tragt man dagegen auf der Abszisse die py-Werte und 
auf der Ordinate die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten auf, so 
resultiert, wenn man den 

Wert vomVersuch IX heraus- 10-1078 — 














1aBt, eine Gerade (Kurve 3.) : 
Man kann also sagen, dab “S 
im pu-Bereich 2,5 bis 6 die §aw* | 
Abhangigkeit der Reaktions- § : | 
geschwindigkeitskonstanten § $ | 
von der H’-Ionenkonzentra- $70 0* | 
tion dieselbe ist, wie bei der 6 
Esterverseifung. K.G. Karls- ; ea ee eae eee 
son (5) erhielt bei Methyl- und 00"; 3 4 5 ; 
Athylacetat im pu-Bereich —— 

1 bis 4 ebenfalls eine Gerade. Abb. 3. 
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Uber die Wirkung einer kleinen Cystinzulage zur Nahrung bei 
qualitativer Eiweibunterernihrung auf den Stoffwechsel'. 


Von 
Katharina Klapper. 
(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Mérz 1935.) 


Meine vorliegende Untersuchung ist eine Fortsetzung und Er- 
ginzung der in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit von Rahmsdorf 
.,Cber den Einflu8 von Cystin- und Tryptophangaben auf den Stoff- 
wechsel bei Ernahrung mit biologisch minderwertigem EiweiB**. Rahms- 
dorf (1) hatte an weiBen Ratten gefunden, daB bei quantitativ zu- 
reichender, aber biologisch minderwertiger EiweiBernihrung im Rahmen 
einer kalorisch ausreichenden, gemischten Nahrung, bei der das EiweiB 
LinseneiweiB war, die durch diese qualitative EiweiBunterernahrung ge- 
schaffene erhdhte Lage der Harnquotienten C:N und Vakat-O:N 
durch Zugabe gréferer Cystin- und Tryptophanmengen zur Nahrung 
nicht, wie man erwartet hatte, erniedrigt werden und derjenigen Lage 
angenaihert werden kann, die diese Harnquotienten bei Ernihrung mit 
biologisch hochwertigem EiweiB einnehmen. In den Rahmsdorfschen 
Versuchen stiegen die Quotienten bei der Cystin- und ‘Tryptophangabe 
im Gegenteil noch weiter an. Bei diesen Versuchen erhielt jedes Tier in 
der betreffenden Versuchsperiode entweder 0,1 g 1-Cystin oder 0,1 g 
Tryptophan oder 0,2 g Tryptophan. Laclau, Marenzi und Brain (2) 
hatten andererseits an Ratten festgestellt, daB bei einer quantitativen 
EiweiBunterernahrung, bei der das NahrungseiweiB biologisch hoch- 
wertiges Casein mit seinem bekanntlich sehr geringen Cystingehalt war, 
durch Zulage von kleinen Cystinmengen die urspriinglich durch die Art 
der Ernahrung bedingte erhéhte Lage des Harnquotienten C : N etwas 
redressiert werden kann. Das Futter bestand bei diesen Versuchen aus 
12%, Milchpulver, 1° Kabeljaulebertran, 2°, trockener Bierhefe, 
83°, Starke und 2% Salzgemisch nach Osborn-Mendel. Im Falle der 
Cystinanreicherung dieses Futters wurden 0,25°% Cystin zugesetzt. 

Angesichts der Diskrepanz, die zwischen den Ergebnissen der 
Versuche von Rahmsdorf und denjenigen der Versuche von Laclau, 
Marenzi und Brain bestand, und die darin gipfelte, daB das eine Mal 
Cystinzulage die vorhandene Stoffwechselanomalie verstirkte, das 
andere Mal sie aber ausglich, habe ich zur Einengung des Problems die 


1 Auszug aus einer Dissertation Berlin 1935. 
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Frage experimentell zu beantworten versucht, ob etwa der Grund dieses 
verschiedenen Versuchsausfalls an der Cystindosierung liegt. Zu diesem 
Zweck wurden weibe Ratten einer reinen qualitativen EiweiBunter- 
ernihrung bei geniigendem Kaloriengehalt der gesamten gemischten 
Nahrung unterworfen, so wie es Rahmsdorf bei seinen Versuchen ge- 
macht hatte, und es wurde nun in einer bestimmten Versuchsperiode 
das bei der Nahrungszusammenstellung als EiweiBtriger benutzte 
Linsenmehl mit 0,25 ° reinem |-Cystin angereichert. Die Tiere erhielten 
also nach wie vor taglich die gleiche Nahrung, aber in der Cystinperiode 
in der Nahrung eine Cystinmenge, die eine Cystinversorgung des Kérpers 
in einem Umfang garantierte, wie sie bei der Ernahrung mit biologisch 
hochwertigen, cystinreichen EiweiBben in der gemischten Nahrung ge- 
geben ist. 

Die Versuche waren derart angeordnet, daB in zwei Sammelstoffwechsel- 
kafigen je fiinf, annahernd gleich schwere, weiBe Ratten gehalten wurden; 
das einzelne Tier hatte ein mittleres Kérpergewicht von 180g. Wahrend 
des ganzen Versuchs blieb das Kérpergewicht der Tiere auf annaihernd 
gleicher Héhe. In der 24stiindigen Harnmenge wurde C nach Nicloux- 
Osuka (3), Vakat-O nach H. Miiller-Kanitz (4), N nach der Kjeldahischen 
Halbmikromethode bestimmt. Der Harn war stets frei von Zucker und 
Eiwei8. Die Berechnung der Periodendurchschnittsquotienten C:N und 
Vakat-O: N geschah durch Division der Summen von C, Vakat-O und N 
der Harne einer Periode. 

Die Zusammensetzung des taglichen Futters war fiir zehn Tiere folgende: 


Linsenmehl . .... . 30,0g Salzgemisch . . . . 10g 
Schweineschmalz. . . . 15,0g Zitronensaft. . . . 1,0 eem 
BORO oni se Avis ta Oe Leitungswasser . . 650,0. ,, 


Kartoffelstarke ... . 30,0¢ 


In der zweiten und dritten Versuchswoche wurde die Nahrung mit einem 
Linsenmehl zubereitet, dem 0,25°% reines 1-Cystin sorgfaltig zugemischt 
worden war; es waren zu diesem Zwecke je 210g Linsenmehl mit 0,525 g 
1-Cystin sehr gleichmaBig durchgemengt worden. Die Nahrung wurde zu 
einem maBig konsistenten Brei gekocht, der nach Erkalten den Zitronensaft 
als Zusatz erhielt. 

In der Tabelle I sind die Ergebnisse nach MaBgabe der Periodenwerte 
fiir je fiinf Versuchstiere zusammengestellt. Jede Periode dauerte 5 Tage. 
Vor der ersten Periode und zwischen je zwei aufeinanderfolgenden Perioden 
lagen immer 2 Tage, an denen die Tiere bereits mit dem Futter, das sie in 
der folgenden Periode erhielten, vorgefiittert wurden, damit sich ihr Stoff- 
wechsel bei Eintritt in die Periode der Analysentage bereits den hier ver- 
langten Ernahrungsbedingungen angepaBit hatte. Analysiert wurde an 
diesen beiden Tagen der Vorfiitterung niemals. Jede Zahl bei jeder Ver- 
suchsgruppe in der Tabelle I bezieht sich auf fiinf Tiere und 5 Tage. Die 
Kérpergewichtsbestimmungen und Harnanalysen wurden taglich, die Kot- 
analysen periodenweise gemacht. 


Das Ergebnis meiner Versuche ist eindeutig. In beiden Versuchs- 
serien bewirkte die sich tiber zwei Perioden erstreckende Cystinzulage 
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Tabelle I. 





Mittleres 
Periode KOrper- Nahrungs-N  Kot-N Harn-N N-Bilanz CN Vakat-O:N 
Nr or in g in g in g 


Versuchstiergruppe A (5 Ratten). 


1 895 3,925 0,448 2,737 +0,740 | 0,943 1,401 
2 896 3,947* | 0,528 2,100 + 1,324 1,174 1,498 
3 906 3,947 * 0,634 2,722 + 0,591 | 1,113 1,581 
4 904 3,925 0,618 2,722 | + 0,585 0,963 1,313 
Versuchstiergruppe B (5 Ratten). 
1 881 3,925 0,465 2,712 + 0,748 0,939 1,268 
2 883 3,947* 0,594 | 2,164 /+ 1,189 1,172 1,442 
3 906 3,947* 0,626 2,773 + 0,548 1,115 1,581 
4 908 3,925 0,593 2,773 + 0,559 0,976 1,336 


* In diesen Perioden bestand der Nahrungsstickstoff aus 3,925 g Linseneiweif-N und 
0,022 g Cystin-N. 


eine voriibergehende, auf die erste Periode der Zulage beschrainkte 
Verstarkung der Positivitat der an sich schon positiven N-Bilanz. Es 
wurde dabei voriibergehend nicht nur eine dem zugelegten Cystin ent- 
sprechende N-Menge von 0,022 g, sondern dariiber hinaus noch iiber ein 
halbes Gramm N des Linseneiweibes zusatzlich retiniert; aber diese die 
N-Retention begiinstigende Cystinwirkung war, wie gesagt, nur voriiber- 
gehender Natur, auch wenn Cystin weiter gegeben wurde. 


Ferner ergibt sich aus meinen Experimenten, daf bei geniigender 
Zufuhr von biologisch minderwertigem EiweiB eine positive N-Bilanz 
unterhalten werden konnte. AuBerdem war die Lage des Harnquo- 
tienten C : N und Vakat-O : N bei der Ernahrung mit LinseneciweiB ohne 
Cystinzulage hoch. Die Nahrung enthielt etwa 11,6°% EiweiB und jedes 
Tier bekam mit ihr etwa 41,5 Kalorien taglich. Hatte es sich um einen 
11 bis 12°% igen Caseingehalt gehandelt, so wiirde bei der genannten 
Kalorienzahl C:N zwischen 0,75 bis 0,85 und Vakat-O: N zwischen 
0,95 und 1,05 gelegen haben, wie es z. B. diesbeziigliche Versuche von 
O. Franke (5) zeigen. C : N lag aber in meinen beiden Versuchsserien in den 
cystinfreien Perioden Nr. 1 und 4 zwischen 0,85 und 0,95, Vakat-O : N 
zwischen 1,268 und 1,401. Genaue Vergleichsversuche an denselben 
Individuen iiber die Beziehungen der Harnquotientenlage zu der bio- 
logischen Wertigkeit des NahrungseiweiBes hat bekanntlich Kasper (6) aus 
dem hiesigen Laboratorium in dieser Zeitschrift mitgeteilt. Bei seinen 
Versuchen an weiBen Ratten von etwa 190 g Koérpergewicht erhielten 
die Tiere taglich ein Nahrungsgemisch, das etwa 29,5 Kalorien und 
18,1°% EiweiB enthielt. War das Nahrungseiweif LinseneiweiB, so 
hatten die Harnquotienten folgende Werte: C:N = 0,895 bis 0,897, 
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Vakat-O:N 1,034 bis 1,152, war das NahrungseiweiB Casein, so 
waren die Werte niedriger: C : N = 0,707 bis 0,765, Vakat-O : N — 0,795 
bis 0,924. 

Endlich geht aus meinen Versuchen hervor, daB wahrend der 
ganzen Dauer der Cystinzulage die Harnquotienten C : N und Vakat-O:N 
deutlich tiber dem Niveau lagen, das sie in den korrespondierenden 
Perioden Nr. 1 und 4 haben. Das bedeutet, dap bei einer rein qualitativen 
EiweiBuntererndhrung, bei der das biologisch minderwertige EiweiB in 
ausreichender Menge gegeben wird, auch sehr kleine Cystinzulagen, die 
durch das biologisch minderwertige EiweiB an sich schon unterhaltene hohe 
Lage der Harnquotienten nicht erniedrigen, sondern obendrein  steigern. 


Zusammenfassung. 

In Versuchen an weiBen Ratten wird gezeigt, daB bei qualitativer 
ciweiBunterernahrung im Rahmen einer kalorisch suffizienten ge- 
mischten Nahrung die durch diese Ernaéhrungsart bedingte hohe Lage 
der Harnquotienten C:N und Vakat-O: N durch kleine Cystinzulagen 
nicht redressiert werden kann, sondern weiter erhéht wird, daB aber 
diese kleinen Cystingaben voriibergehend eine verstarkte N-Retention 
bei einer an sich schon vorhandenen positiven N-Bilanz bewirken. In 
Verbindung mit den in der Arbeit erwahnten Versuchen von Rahmsdorf, 
der den gleichen Befund unter sonst entsprechenden Versuchsbedingungen 
bei groBen Cystin- oder Tryptophangaben erhob, wird dargetan, daB die 
durch rein qualitative EiweiBunterernahrung bedingte hohe Harn- 
quotientenlage durch Cystingaben praktisch jeder Dosierung nicht 
redressierbar ist. 

Literatur. 

1) W. Rahmsdor/{, diese Zeitschr. 276, 425, 1935. -— 2) Laclau, Marenzi 
u. Brain, C. r. de la Soe. de Biol. Paris 104, 419, 1930. — 3) 7’. Osuka, diese 
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ebenda 257, 361, 1932. — 5) O. Franke, nach dem Manuskript zitiert. — 


6) Kasper, diese Zeitschr. 276, 216, 1935. 
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Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. 


V. Mitteilung: 
Die Phosphatiibertragung durch Phosphobrenztraubensiure. 
Von 
T. Mann. 
[Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg).] 


(Eingegangen am 22. Marz 1935.) 


Die vorliegende Untersuchung schlieBt an die vorangegange- 
nen (1) (2) (3) (4) an, in welchen folgendes festgestellt worden ist: 

1. Im Muskelbrei bleibt in Gegenwart von Phosphoglycerinsaure die 
Adenosintriphosphorsaure (ATP.) auch bei Vergiftung mit Jodacetat 
oder Fluorid erhalten, sie verfallt nicht der Umwandlung in Inosinsaure ; 
die Phosphoglycerinsdure wird dabei in Brenztraubensdure umgewandelt. 
Wenn die Phosphoglycerinséure aufgebraucht ist, dann wird die ATP. 
in Inosinsiure umgewandelt. 2. Dieselbe Wirkung wird im Muskelbrei — 
in Gegenwart von Fluoriden — durch Brenztraubensdure bewirkt, jedoch 
nur in Gegenwart von freien Phosphaten. 

Wir haben diese Erscheinungen als Phosphatiibertragung von der 
Phosphoglycerinséure als Phosphatdonator gedeutet, und zwar auf 
Kreatin als Akzeptor, und iiber das Phosphokreatin, oder direkt auf 
Adenylsaure: Die dauernde Riickbildung der Adenosintriphosphorsaure 
aus der entstehenden Adenylsaéure entzieht die letztere der Desami- 
nierung. 

Nach der Entdeckung der Phosphobrenztraubensaure lag es nahe 
zu vermuten, daB die Phosphobrenztraubensaure dasjenige Produkt ist, 
aus welchem die Phosphatiibertragung erfolgt: Dieses Intermediar- 
produkt kann offenbar unter den Bedingungen unserer Versuche sowohl 
aus Phosphoglycerinsiure als aus Brenztraubensiure und Phosphat 
gebildet werden. Diese Vermutung ist schon in unseren friiheren Mit- 
teilungen ausgesprochen worden. Sie wird in dieser Arbeit experimentell 
gepriift: kann die Wirkung der Phosphoglycerinsdure einerseits, der 
Brenztraubenstiure in Gegenwart von Phosphaten andererseits, durch 
Phosphobrenztraubensdure ersetzt werden ? 


Das Barium-Silbersalz der Phosphobrenztraubensiure wurde nach der 
Vorschrift von Lohmann und Meyerhof (5) aus 1-Phosphoglycerinsaéure dar- 
gestellt, die nach Newberg (6) aus Garungsansatzen hergestellt war. Das einmal 
umkristallisierte Salz wurde gewogen, mit dem zehnfachen Aquivalent 
zuerst HCl, dann mit H,SO, zerrieben, zentrifugiert, die Lésung mit dem 
Waschwasser vereinigt, neutralisiert, schlieBlich auf m/10 Konzentration 
der Phosphobrenztraubenséure gebracht. Diese (immer frisch bereit< te) 
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Lésung wurde zu den Versuchen verwendet, die in allen Punkten mit den 
friiher beschriebenen iibereinstimmten. Da sie jedoch im Winter (Februar 
—Marz) ausgefiihrt worden sind, so wurden die Versuchsbedingungen 
nochmals mit Phosphoglycerinsaéure, sowie Brenztraubensiure und Phosphat 
wiederholt; es ergab sich dabei, daB man fiir Wintermuskel die Inkubations- 
zeit, nach welcher man die Wirkung der Phosphatdonatoren vergleicht, 
kiirzer nehmen muB als im Sommer, 5 Minuten statt 8 Minuten. 

Die Versuche sind in den Tabellen I und II zusammengefaBt. 
is geht aus ihnen hervor, daB die Phosphobrenztraubensdure 

1. die Ammoniakbildung im Jodacetatmuskelbrei genau so hemmt wie 
Phosphogl ycerinsdure ‘ 

2. die Ammoniakbildung im Fluoridmuskelbrei sowohl in Gegenwart 
von Phosphaten als ohne Phosphat in der gleichen Weise aufhebt, wie 
Brenztraubensdure in Gegenwart von Phosphaten. 

3. In solchen Versuchen, in welchen durch Gegenwart von Phospho- 
brenztraubensdure die Ammoniakbildung gehemmt ist — also die 


Tabelle I. 





Versuchs- 


nummer Pua 
5. bis 6. III. Ansatz tnkullailon NH3-N 
1935 


mg-9/» 


1,3 g Froschmuskel* + 0,5cem m/10 phos- | 
phobrenztraubensaures Na+0,leem m/20 (- ,,- 20) 
is Jodacetat + 0,3cem m/3 Phosphat (pq —7) | 5 Min. (18%), 0,84 


+1cem Wasser 


1,3 g Muskel + 0,5cem m/10 phosphobrenz- 
traubensaures Na + 90,1 com m/20 Jodace- 
tat + 1,3 cem Wasser 


| 
1b 
| 
| 1,3g Muskel + 0,5cem m/10  phosphogly- 
| 
| 


5 Min. (18°) 1,34 


le tat + 0,3 com m/3 Phosphat (pq = 7) 


+1,5¢eem Wasser 


1,3 ¢ Muskel + 0,1 ccm m/20 Jodacetat 
+0,3cem m/3Phosphat (pg =7)+1,5 cem 
Wasser 


1d 


i > 4 . 2 y De | in a 
zerinsaures Na + O.lcem m/20 Je dace | 5 Min. (18°) 0,92 
| 5 Min. (18°) 5,76 


1,3 g Froschmuskel + 1cem m/10 phospho- | 
brenztraubensaures Na+ 0,lecmm/10NaF | 5 Min. (19°) 0,69 
+0,3cem m/3 Phosphat, pg = 7 | 


| 1,3 g Muskel +1cem m/10 phosphobrenz- 
traubensaures Na+0,lcem m/10 Nak 
+ 0,3 ceem Wasser 


2a 


5 Min. (19°) 1,04 


1,3¢ Muskel + 1¢ecm m/10 brenztrauben- | 
2e¢ saures Na+0,1 com m/10 Nak + 0,3 com 
m/3 Phosphat, py = 7 


| 1,3g Muskel + 1 cem m/10 brenztrauben- 


5 Min. (19°) 23 


: a ‘ 
saures Na + 0,1 com m/10 Nak +0,3 cem |‘ 5 Min. (19°) 5,09 
Wasser 


* Temporarien. 
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Tabelle LI. 





Kreatin- 
phosphor- 


Versuchs- 
Shure als 





nummer Ansatz Inkubation 
10. IIT. 1985 0 — Panorg. 
mg-°/9 P 
| 1.75 g Froschmuskel + 0,75ccm m/10 Krea- | 
3a tin + 1cem m/10 phosphobrenztrauben- } 5 Min. (20°) 86 
{ saures Na + 0,12cem m/10 Nak | 
| 1,75 g Froschmuskel + 0,75 cem Wasser | 
3b + 1 ccm m/10 phosphobrenztrauben- | 5 Min. (20°) 68 
saures Na + 0,12eem m/10 NaF 
g, {| 1,75g Froschmuskel + 0,75cem Wasser | x yy oqo 9 
3c | t leem m/50 NaCl + 0,12cemm/10 Nak | 5 Min. (20°) 24 


Adenosintriphosphorsaure noch erhalten ist —, werden fiir das Phospho- 
kreatin Ruhewerte gefunden, und es konnte eine geringe Phospho- 
rylierung des zugegebenen Kreatins festgestellt werden. 
Das folgende Schema illustriert die Beziehungen zwischen Glyko- 
genolyse, Desaminierung und der Wirkung von Phosphatdonatoren: 
Die Desaminierung der ATP. wird durch Gegenwart von Phosphaten 
und gleichzeitige Glykogenolyse gehemmt. 
Die Aufhebung der Glykogenolyse durch Jodacetat, Sulfit und Fluorid 
lost die Desaminierung der ATP. aus. 
Die durch 
Jodacetat Sulfit Fluorid 
ausgeléste Desaminierung der ATP. wird gehemmt durch: 


Phosphoglycerinsiure ae Phosphoglycerinsiure 


Brenztraubensaiure 
+ Phosphat 


Phosphobrenztrauben- af Phosphobrenztrauben- 
siiure siure 


Herrn Prof. Parnas danke ich fiir die dieser Arbeit gewahrte Unter- 
stiitzung. 
Literatur. 
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Zur Kenntnis der Phlobaphene. 
I. Mitteilung: 
Uber das Siurephlobaphen der Edelkastanie. 
Von 
Ernst Miiller und Julius Zellner. 
(Aus dem Laboratorium der Bundeslehranstalt fiir chemische industrie 
in Wien.) 


(Eingegangen am 24. Marz 1935.) 


Die miihevolle und daher nur langsam fortschreitende Konstitutions- 
erschlieBung der Tannoide hat die sogenannten Phlobaphene aus be- 
greiflichen Griinden bisher fast ganz auBer acht gelassen. Ihre amorphe 
Beschaffenheit und Schwerléslichkeit, die auf ein hohes Molekular- 
gewicht hinweisen, lassen natiirlich besondere Schwierigkeiten erwarten. 
Diesen steht aber als Vorteil eine leichtere Isolierbarkeit gegeniiber, da 
wenigstens die durch Saureeinwirkung kiinstlich gewonnenen Phloba- 
phene infolge ihrer Schwerléslichkeit von den meisten ihrer Begleitstoffe 
getrennt werden kénnen. Daher schien ein Versuch, der Konfigurations- 
ermittlung der Phlobaphene naherzutreten, nicht ganz aussichtslos zu 
sein, und tatsachlich haben sich in dem von uns untersuchten Falle 
einige positive Resultate ergeben, die vielleicht ein tieferes Eindringen 
in den zweifellos schwierigen Gegenstand erméglichen werden. 

Es schien giinstiger, zundchst ein Saurephlobaphen in Betracht zu 


ziehen, weil dadurch — wenigstens bei Anwendung geniigend starker 
Séure — die Abspaltung etwaiger Zuckerkomponenten zu erwarten 


steht, wahrend die natirlichen Phlobaphene méglicherweise solche 
Zuckerkomponenten noch enthalten. 

Fiir die Wahl des Ausgangsmaterials waren namentlich die inter- 
essanten Mitteilungen H. Freudenbergs' iiber den Kastaniengerbstoff 
bestimmend, besonders der Umstand, ,,daB der Kastaniengerbstoff von 
vornherein von weniger Kondensationsprodukten begleitet ist, was sich 
auch am Methylgerbstoff in dem kleinen Molekulargewicht und im 
geringen Anteil atherléslicher Produkte zu erkennen gibt. Der Kastanien- 
gerbstoff ist also viel besser zur Untersuchung geeignet als der Eichen- 
gerbstoff.‘‘ Nach diesen Angaben war anzunehmen, dab die Bildung 
des Saurephlobaphens von einem nicht allzu komplizierten Gemisch 
ihren Ausgang nehmen und daher auch zu weniger komplizierten 
Reaktionsprodukten fiihren wiirde. Dab trotzdem Gemische von 
einander ahnlichen Stoffen sich ergeben miiBten, war von vornherein 


1 Tannin, Cellulose, Lignin, 8.50. Berlin 1933. 








384 E. Miiller u. J. Zellner: 


klar, aber dadurch wiirde ein vorlaufiges Studium der Konstitution 
nicht ausgeschlossen, wie das klassische Beispiel der Tanninforschung 
gezeigt hat. Zudem bietet die Verwendung eines unter genau fixierten 
Umstinden hergestellten Saurephlobaphens den Vorteil, daB spaterhin 
ein vollig oder nahezu itibereinstimmendes Ausgangsmaterial fiir weitere 
Untersuchungen gewonnen werden kann. 


Darstellung des Siurephlobaphens. 


Um iber die Bedingungen der Phlobaphenbildung AufschluB zu 
erhalten und gleichzeitig die giinstigste Darstellungsmethode zu er 
mitteln, wurden mehrere Versuchsreihen durchgefiihrt, bei denen die 
Gerbstoffkonzentration, die Art und Konzentration der Saéure sowie die 
Kinwirkungsdauer variiert wurden. 

Fiir alle Versuche diente ein Gerbstoffextrakt aus Kastanienholz, 
der ohne jede chemische Manipulation, bloB durch Extraktion und 
Vakuumverdampfung, hergestellt worden war. Fir die Beschaffung 
dieses Materials in gréBerer Menge méchten wir Herrn Prof. Th. Salomon 
(Versuchsanstalt fiir Lederindustrie, Wien) an dieser Stelle bestens 
danken. 

Jeder Versuch wurde folgendermaBen durchgefiihrt: 20 g oder 40 g 
Gerbstoffextrakt wurden in 400 cem heiBen Wassers gelést, die Lésung 
filtriert, die berechnete Menge Saure zugesetzt und die Fliissigkeit auf 
dem Wasserbad im Kohlensaurestrom eine bestimmte Zahl von Stunden 
lang erhitzt. Dann go man in die dreifache Menge kalten Wassers, 
lieB absitzen, saugte auf der Nutsche ab und wusch mit kaltem Wasser 
sorgfaltig aus. 

In der folgenden Tabelle sind die Resultate zusammengestellt, die 
sich bei Verwendung von Salzsaure ergaben. Die Zahlen geben die Aus- 
beuten in Grammen an, bezogen auf 100 g Ausgangsmaterial. 








ements 1% 3 %o 5% 10°/9 15/9 

BB aco 5% 10%) 5%o 10%o) 5% 109 | 5% | 10% || 5% | 10% 
Zeitdauer: 

2 Std. . 1,75 2,955.25 640 7,25 7,90 18,40 14,65 22,55 24,60 
ee 8,50 5,60 6,75 7,85 10,75 12,60 15,00 22,50 | 25,40 26,95 
aa . 5,75 7,75 8,70 9,60 13,05 14,65 17,90 24,50 30,00 34,50 
et tee 40,00 
a eres. 50,00 


Es zeigt sich, daB die Ausbeuten mit zunehmender Konzentration 
der Saure und des Gerbstoffs sowie mit zunehmender Einwirkungsdauer 
bis zu einer gewissen Grenze steigen. Héhere Konzentrationen oder 
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langere Einwirkungsdauer als die in der Tabelle angegebenen anzuwenden, 
ist nicht zweckmaBig, da die Ausbeuten dadurch nicht merklich erhéht 
werden oder sich kohlige Zersetzungsprodukte bilden. 

Schwefelsiure und Phosphorsaure lieferten wesentlich schlechtere 
Ausbeuten wie Salzsdure, so daB sie nicht weiter benutzt wurden. 

Die wie oben bereiteten Saurephlobaphene enthalten nur wenig 
Mineralbestandteile, durchschnittlich 0,2°,. Einige der obigen Versuchs- 
reihen entnommene Proben wurden analysiert, wobei sich folgende 
Werte ergaben: 

Phlobaphen, gefallt mit 5° iger Salzsiure: 54,32% C, 4,46°, H 
4 eit pure u 54,18% C, 4,11% H 
iis % aoe - ‘“ 54,42 % C, 3,47% H! 

Mit diesen Befunden stehen die in der Literatur vorhandenen 
Angaben iiber die Zusammensetzung des Kastaniengerbstoffs insofern 
in Ubereinstimmung, als sich daraus ergibt, daB die Phlobaphenbildung 
letzten Endes einer langsam fortschreitenden Wasserabspaltung ent- 
spricht. Eine etwa mitlaufende Zuckerabspaltung wiirde die analytischen 
Daten in ahnlichem Sinne beeinflussen (Erhéhung des C-, Verminderung 
des H-Gehalts). Es wurde gefunden?: 

Kastanienholzgerbstoff (Nass, 1884) 52,5% C, 4,0% H 
mm (Trimble, 1894):  52,4%C, 4.7% H 
Kastanienrindengerbstoff (Trimble, 1894): 52,1% C, 4,4% H 

Fiir die ferneren Untersuchungen haben wir auf Grund obiger Vor- 
versuche die Saurephlobaphene nach Kolonne 10 (10% Gerbstoff- 
extrakt, 15° Salzsiure, 10 Stunden Einwirkung) dargestellt, nicht nur, 
weil dann die Ausbeute am héchsten ist, sondern weil wir dadurch auch 
Endprodukte des Anhydrisierungsprozesses erwarten durften. Da nach 
Freudenberg? bei der Hydrolyse des Kastaniengerbstoffs Gallussaure 
und Ellagséure als wesentliche Bausteine auftreten, war die Annahme 
naheliegend, daB die schwerlésliche Ellagsiure sich dem ausgeschiedenen 
Phlobaphen beimengen werde. Durch langandauernde Extraktion mit 
heiBem Alkohol und Essigester, worin die Ellagsiure ein wenig léslich 
ist, suchten wir festzustellen, ob diese Saure vorhanden sei, doch zeigten 
die Extrakte weder kristallinische Anteile noch die Eisenchloridreaktion 
(Griin-Blau-Schwarzfirbung) der Ellagsiure, glichen vielmehr weit- 
gehend den Phlobaphenen selbst. Es ist also anzunehmen, dafs bei der 
Bildung des Saéurephlobaphens die zunichst abgespaltene Ellagsaure 
spaiterhin in den KondensationsprozeB mit hineingezogen wird und sich 
so dem Nachweis in freier Form entzieht. Die mit organischen Lésungs- 


1 Altere Angaben iiber Saurephlobaphene bei Husemann-Hilger, Die 
Pflanzenstoffe 1, 261, 1882. — * Nach Dekker, Die Gerbstoffe, 1913. 
S. 402. —- 3 Freudenberg, l.c. S. 50. 
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mitteln behandelten Phlobaphene wurden mit heiBem Wasser im 
Kohlensaurestrom digeriert, um Reste der Lésungsmittel zu entfernen!, 
dann filtriert und getrocknet. 

Sie bilden ein braunes, amorphes, unschmelzbares Pulver, das in 
Wasser, Aceton und Eisessig praktisch unléslich, in Alkohol nur wenig 
léslich ist. VerhaltnismaBig gut lést Pyridin, noch besser Laugen und 
Ammoniak. FeCl, gibt keine ausgesprochene Farbenreaktion, sondern 
nur eine dunklere Farbung. Die Zusammensetzung (54,4°% C und 
3,5°% H) entspricht annahernd der Minimalformel Cg,H,)0j,, die wir 
im folgenden als Rechnungsbehelf benutzen werden. 

(Phlobaphene, die mit Hilfe verdiinnterer Saéuren dargestellt 
werden, sind in Aceton und Alkohol leichter léslich und geben noch eine 
griine EKisenreaktion?.) 

Acetylierung. 

Auf Grund mannigfacher Vorversuche wurde bei der Acetylierung 
in folgender Weise verfahren. 

In einem Kolben werden 20 g Phlobaphen in 160 cem warmem Pyridin 
allmahlich unter Umschiitteln gelést, worauf man abkiihlt und 130 cem 
Essigséiureanhydrid zufiigt. Nach kurzer Zeit erwairmt sich das Gemisch 
auf 90°, so da} man kiihlen muB, bis die Hauptreaktion beendet ist. SchlieB - 
lich wird noch 2 bis 3 Stunden am siedenden Wasserbad erhitzt. Man laBt 
nun abkiihlen, wobei sich ein Niederschlag (a) abscheidet, den man mit etwas 
Pyridin nachwascht. Das dunkle Filtrat wird in 1,2 Liter Eiswasser gegossen, 
wobei ein reichlicher Niederschlag entsteht, der abgenutscht, gewaschen und 
getrocknet wird (6). Zur Reinigung wird dieser Niederschlag (etwa 20 g) 
in 0,5 Liter Aceton gelést; man filtriert, destilliert das Aceton ab und lést 
den fast schwarzen, krustenartigen Riickstand in 300 ccm Eisessig. Nach 
dem Abkiihlen gieBt man in 1 Liter Eiswasser, saugt ab, wascht mit Wasser. 
dann mit etwas Alkohol und Ather nach und trocknet im Vakuum. Aus- 
beute 8,5 g. 

Der so erhaltene Ko6rper ist rétlichbraun, dem urspriinglichen 
Phlobaphen auBerlich sehr ahnlich, aber durch seine Léslichkeits- 
verhaltnisse sehr verschieden: er ist in Aceton gut, auch in Eisessig 
erheblich léslich, etwas weniger leicht in Alkohol und Chloroform. 

Fiir die Analyse wurde die Substanz nochmals aus Eisessig um- 
gefallt oder aus Acetonlésung durch Zusatz von viel Alkohol nieder- 
geschlagen und im Vakuum bei 100° getrocknet. 

3,876 mg Substanz verbrauchen 1,159 cem n/100 Thiosulfat (Methode 
von Friedrich und Rapaport)*. Gefunden: Acetyl = 12,86 %; berechnet fiir 
C.7H,,0,6(COCH,),: Acetyl = 12,57 %. 

Die anscheinend giinstigen Léslichkeitsverhaltnisse legten den 
Wunsch nahe, von diesem Kérper eine Molekulargewichtsbestimmung 


| Freudenberg, |.c. 8.17. — * Danoff u. Zellner, Monatsh. f. Chem. 
59, 312, 1932. — * Diese Zeitschr. 251, 432, 1932. 
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durchzufiihren, die fiir den Verlauf der ganzen Arbeit von Wichtigkeit 
gewesen ware: leider zeigte sich, daB bei der Beckmannschen Siede- 
methode keine sicher meBbaren Temperaturdifferenzen zu beobachten 
waren und auch die Barger- Rast-Methode versagte, weil die Léslichkeit 
der Substanz sich fiir diese Zwecke doch noch als zu gering erwies. 

Der oben erwaihnte Niederschlag (a) im Gewichte von etwa 5g wurde 
zur Reinigung zunachst einige Male mit Aceton ausgekocht und dann 
wiederholt aus Pyridin umgefillt. Man erhielt den Stoff schlie8lich kristalli- 
siert in Form graugelber, mikroskopischer Nadeln, die in der evakuierten 
Kapillare bei 330° (unkorr.) schmolzen. In den gewéhnlichen Lésungsmitteln 
ist die Substanz wenig oder gar nicht léslich. Fiir die Analyse wurde sie im 
Vakuum bei 100° getrocknet. Ausbeute 2,3 g. 


5,181 mg Substanz, 10,520 mg CO,, 1,235 mg H,O, 


3,238 ,, 9 6,585 ,, CO,, 0,735 ,, H,O. 
Gefunden: 55,38, 55,46% C, 2,67, 2,54% H,O; 
berechnet fiir C)gH,,O,9: 55,95 % C 2,58 % H. 


Es hatte sich somit offenbar eine Diacetylellagsaure gebildet; dies 
ist durch die milde Art der Acetylierung erklarlich und laBt annehmen, 
daB auch der vorher beschriebene Stoff kein vollstandig acetyliertes 
Produkt ist. 

Oxydation. 

Es zeigte sich bald, daB die Phlobaphene gegeniiber Oxydations- 
mitteln wenig widerstandsfaihig sind und schon bei mabiger Einwirkung 
mehr oder weniger vollstandig verbrannt werden. 


Lést man z. B. 10 g Phlobaphen in 120 cem 2 n Natronlauge, verdiinnt 
mit 100 cem Wasser und setzt ohne Erwairmung 5 °,ige Permanganatlésung 
bis zur bleibenden Rétung zu, wozu etwa 500 ccm erforderlich sind, so kann 
man aus der Lésung nur ganz geringe Mengen organischer Stoffe isolieren, 
wahrend der Hauptanteil zu Kohlensiure und Wasser oxydiert wird. 

Ahnlich wirkt Salpetersiure. Riihrt man einige Gramm Substanz in 
einer Porzellanschale mit der fiinffachen Menge verdiinnter Salpetersaéure 
(1: 4) an, so tritt nach einiger Zeit unter Aufschaumen eine heftige Reaktion 
ein, wobei nitrose Gase und Kohlensaéure in Menge entweichen. Wird nun 
nach Beendigung der Hauptreaktion am Wasserbad eingedampft, so erhalt 
man einen Brei von Kristallen, die sich als Oxalséure erweisen. 

Auch 25 %iges H,O, wirkt in alkalischer Lésung auf das Phlobaphen 
energisch ein, wobei die Hauptmenge der Substanz zerstért wird. 

Auf Grund dieser Erfahrungen muBten die Oxydationsbedingungen 
wesentlich milder gestaltet werden, um zu brauchbaren Abbauprodukten 
zu gelangen. Nach mancherlei Vorversuchen wurde eine gréBere Menge 
Substanz in folgender Weise oxydiert. 

20 g Substanz, fein pulverisiert, werden in 150 cem Wasser suspendiert 
und durch Zusatz von 100 cem 2 n Lauge in Lésung gebracht. Sodann laGt 
man allmahlich 600 cem 5° iges H,O, zutropfen. Nach Zusatz der ersten 
150 cem beginnt sich die Fliissigkeit zu triiben, und es tritt ein leichter 
Temperaturanstieg (von 20 auf 28 bis 32°) ein. Von Zeit zu Zeit wird kraftig 
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geschiittelt. Nach Zusatz des ganzen Oxydationsmittels bleibt die Fliissig- 
keit einige Stunden stehen, um den ziemlich reichlichen Niederschlag ab- 
setzen zu lassen. Da dieser Stoff luftempfindlich ist, wird die Fliissigkeit 
vorsichtig abgehebert und der Niederschlag so oft mit reinem, kaltem Wasser 
dekantiert, bis die alkalische Reaktion fast versechwunden und das Wasch- 
wasser nur schwach gelblich gefarbt ist. Sorgfaltige Reinigung ist wesentlich, 
da sonst beim nachfolgenden Ansauern schwer entfernbare Verunreinigungen 
ausfallen. SchlieBlich wird der Niederschlag mit etwa 400 cem verdiinnter 
Salzsiure (1: 10) iibergossen und unter Erwarmung und Durchleiten von 
CO, zerlegt. Nun wird sorgfaltig gewaschen und scharf abgesaugt. Zur 
Reinigung wird das getrocknete Produkt (etwa 3g) mit so viel Pyridin, daB 
das Pulver eben damit bedeckt ist, am Wasserbad erwairmt; nach dem 
Abkiihlen wird die dunkle Lésung filtriert, das Filtrat beseitigt, die Substanz 
selbst wiederholt aus gréBeren Mengen reinen Pyridins (unter Tierkohle- 
zusatz) umgefallt. Man erhalt schlieBlich hellgelbe Nadelchen, die bei 100° 
im Vakuum bis zur vollkommenen Beseitigung des Pyridingeruchs ge- 
trocknet werden. Die Substanz ist aschen- und stickstofffrei (also kein 
Pyridinsalz); sie schmilzt nicht, sondern beginnt von 400° an zu verkohlen. 


3,399 mg Substanz, 6,951 mg CO,, 0,869 mg H,O, 


4,848 ,, a 9,895 ,, CO,, 1,293 ,, H,O. 
Gefunden: C = 55,77, 55,68%, H = 2,86, 2,98 %, 
berechnet fiir C,,H,Og: C = 55,63 %, H = 2,00 %. 

»» C,,H,O,.2H,O: C = 49,70%, H = 2,98 %. 


Das ganze Verhalten des Kérpers wies wieder auf Ellagsdure hin, 
doch befriedigten die Analysenergebnisse nicht. Deshalb wurden noch 
einige Derivate hergestellt. Das Acetylprodukt wurde erhalten, indem 
man 2 g Substanz in 16g Pyridin léste und nach dem Erkalten 13 ccm 
Essigsiureanhydrid unter Umschiitteln hinzufiigte. Nach einiger Zeit 
tritt schwache Erwarmung ein und es scheidet sich allmahlich ein Nieder- 
schlag aus. Man lat einige Stunden stehen, filtriert die Fallung ab und 
kristallisiert sie wiederholt aus Pyridin um, feine, gelbliche Nadeln, die 
in der evakuierten Kapillare bei raschem Erhitzen bei 310 bis 315° 
(unkorr.) unter Zersetzung schmelzen. Stickstoff ist nicht vorhanden. 
Ausbeute 1 g. 

6,608 mg Substanz verbrauchen 2,83 ccm n/100 Thiosulfat (Methode 
von Friedrich und Rapaport)'; gefunden: Acetyl 18,42%, berechnet fiir 
C,4H,O,(COCH,),: Acetyl 22,27 %. 

Zur Darstellung der Phenylhydrazinverbindung wurde 0,5 g sorg- 
faltig gereinigter Substanz in 30 cem Alkohol suspendiert, mit tiber- 
schiissigem Phenylhydrazin versetzt und am Wasserbad erhitzt. Die 
Lésung farbt sich gelb, und es fallt ein kristallinischer Niederschlag aus, 
der abgesaugt und mit wenig kaltem Alkohol gewaschen wird. Mikro- 
skopische, zu kugeligen Aggregaten vereinigte Nadeln von gelber Farbe. 
Ausbeute 0,55 g. 


1 Diese Zeitschr. 251, 432, 1932. 
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2,752 mg, 0,148 cem N, 22°, 735 mm; gefunden: N = 5,92, berechnet 
fiir C,,H,gO,,. CgH,N.: N = 6,08%. 

Aus diesen Beobachtungen geht hervor, daB das Oxydationsprodukt 
wie seine Derivate trotz einiger erheblicher Differenzen in den Analysen- 
resultaten mit der Ellagsdure und ihren entsprechenden Abkémmlingen 
identisch sein kénnten. Doch ware es auch méglich, daB es sich um ein 
der Ellagsiure zwar ahnliches, aber nicht mit ihr identisches Oxydations- 
produkt handelt, etwa ein solches, das auBer dem Ellagsduregeriist noch 
eine Seitenkette oder einen Ring als Rest der aboxydierten Bestandteile 
enthalt. So wiirde sich z. B. die Formel C,gH,,O,9 samtlichen ge- 
fundenen Analysenwerten gut anschlieBen. 

Die oben erwihnt» Lésung (Z) wird nach dem Abhebern nochmals 
mit 200 cem 5%igem H, 0, versetzt und wohl verschlossen 8 Tage auf- 
bewahrt, wobei sich noch eine kleine Menge des schwerléslichen Oxyda- 
tionsproduktes abscheidet, das man beseitigt. Nun wird mit verdiinnter 
Schwefelsiure schwach angesduert, wobei ein voluminéser, brauner 
Niederschlag ausfallt. Beim Erhitzen geht ein groBer Teil desselben in 
Lésung, wahrend ein sehr dunkel gefarbtes Produkt ungelést bleibt und 
durch Filtration beseitigt wird. Beim Erkalten fallt der geléste Anteil 
in pulveriger Form aus. Zur Reinigung wird er wiederholt in heiBem 
Wasser gelést und nach Zusatz einiger Tropfen Salzséure, welche die 
Ausflockung beférdert, durch Abkiihlen zur Abscheidung gebracht. Er 
bildet ein ziegelrotes Pulver, das noch Phlobaphencharakter besitzt. 

3,055 mg Substanz, 5,381 mg CO,, 1,230 mg H,O, 
4,171 ,, a 7,351 ,, CO,, 1,723 ,, H,O. 
Gefunden: C = 48,03, 48,07%, H = 4,55, 4,59 %. 

Die veranderte Léslichkeit und der verminderte C-Gehalt beweisen, 
daB es sich um ein Abbauprodukt handelt. 

AuBer diesem nur in heiBem Wasser léslichen Stoff sind in der 
Oxydationsfliissigkeit noch andere Kérper enthalten, die anscheinend 
noch tiefer abgebaut sind und sirupése, in kaltem Wasser leicht lésliche 
Produkte darstellen. Sie sind teils durch neutrales, teils durch basisches 
Bleiacetat mit brauner bzw. gelber Farbe fallbar. Durch Entbleiung 
dieser Niederschlage erhalt man braune oder gelbe Lésungen, die 
schlieBlich glasig eintrocknen. Im ganzen zeigen diese Stoffe Gerbstoff- 
charakter, doch gibt FeCl, keine Griin- oder Blaufarbung, sondern nur 
braune Verfarbung oder Triibung. 


Reduktion. 

Zunachst wurde die Reduktion mit Natriumamalgam in alkalischer 
Lésung versucht. Die Phlobaphene scheinen aber diesem Verfahren 
gegentiber sehr widerstandsfahig zu sein und, wenn iiberhaupt, nur sehr 
langsam und unvollstandig zu reagieren. Daher haben wir diesen Weg 
nicht weiter verfolgt. 
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Hingegen lieferte die Reduktion mit Zinkstaub im Wasserstoff- 
strom einige positive Ergebnisse. Bei der in bekannter Weise durch- 
gefiihrten Reaktion begann bei etwa 250° die Entwicklung flichtiger 
Produkte und endete bei 450°. Das Destillat bestand aus einer festen, 
kristallinischen, nur wenig rétlich gefarbten Substanz, élige oder teerige 
Produkte waren nicht gebildet worden. Leider war die Ausbeute sehr 
schlecht (kaum 1°), der gréBte Teil der Substanz verkohlte. 

Das Sublimat wurde zunachst mit kleinen Mengen kalten Athers 
ausgezogen. Der hierbei verbleibende Riickstand wurde wiederholt aus 
Benzol, schlieBlich aus Alkohol umkristallisiert. Man erhielt Blattchen 
mit schwach blauer Fluoreszenz vom konstanten Fp. 214 bis 215°. 

4,382 mg Substanz, 15,105 mg CO,, 2,330 mg H,O. 
Gefunden: C = 94,04%, H = 5,95 %, 
berechnet fiir C,,H,): C = 94,32%, H = 5,66 %. 


Die Substanz war somit zweifellos Anthracen. 

Die oben erwahnten Atherausziige schiittelte man zur Abtrennung 
phenolischer Kérper mit n/2 Natronlauge aus, doch nahm diese nur so 
geringe Mengen einer braunen, dickfliissigen Substanz auf, daB deren 
weitere Untersuchung ausgeschlossen war. Nun wurden die Ather- 
auszige gewaschen, getrocknet und fraktioniert kristallisiert. 

Die in Ather am schwersten léslichen Anteile zeigten Schmelzpunkte 
von 200 bis 210°, die nach einigen Kristallisationen auf 214° stiegen, 
wodurch sich diese Anteile als Anthracen erwiesen. 

Die in Ather leichter léslichen Anteile schmolzen zuerst bei 70 bis 75°, 
nach 6fterem Umkristallisieren aus Alkohol stieg der Fp. auf 80 bis 81°, 
wo er konstant blieb. Glainzende Blittchen von charakteristischem 
Geruch. 

5,105 mg Substanz, 17,390 mg CO,, 2,876 mg H,0O. 
Gefunden: 92,90% C, 6,30% H, 
berechnet fiir C,)H,: 93,72% C, 6,309 H. 


Der K6rper ist Naphthalin. 

Aus den Mutterlaugen, die also die in Ather am leichtesten léslichen 
Anteile enthielten, wurde das restliche Naphthalin mit Wasserdampf 
iibergetrieben und der Riickstand mehrmals aus Alkohol unter Tierkohle- 
zusatz umkristallisiert. Man erhielt schlieBlich einen farblosen, bei 
89 bis 90° schmelzenden, geruchlosen Kérper, der sich ebenfalls als 
Kohlenwasserstoff erwies. 

3,122 mg Substanz, 10,594 mg CO,, 1,833 mg H,O. 
Gefunden: C = 92,54%, H = 6,57 %. 


Dieser Stoff konnte vorlaufig nicht identifiziert werden. Er gibt 
keine Pikrinséureverbindung. 

Auffallend ist, daB kein Fluoren (o-Diphenylenmethan) unter 
den Sublimationsprodukten gefunden wurde, da dieses bei der 
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Zinkstaubdestillation der Ellagsdure als Hauptprodukt erhalten 
worden war!, 
Kalischmelze. 

Ein Vorversuch hatte gezeigt, daB 40 °,ige Kalilauge bei Wasserbad- 
temperatur und tagelanger Einwirkung das Phlobaphen nicht merklich 
angreift. Wir waren daher gendétigt, die Kalischmelze in Anwendung 
zu bringen. 


250g reines Atzkali, mit 10cem Wasser befeuchtet, erhitzt man auf 
180° und beginnt dann das gut getrocknete Phlobaphen (40 g) einzutragen; 
bei 220° setzt die Reaktion unter leichtem Schéaumen und Temperatur- 
steigerung auf 240° ein; sobald die Temperatur sinkt, wird wieder Substanz 
eingetragen; gegen SchluB wird die Temperatur auf 260° erhéht. Wird die 
Schmelze nach dem Erkalten in Wasser gelést und mit Schwefelsdure an- 
gesiuert, so scheiden sich unter Aufschaumen groBe Mengen eines braunen 
Niederschlags (A) ab, das Filtrat (C,) wird wiederholt mit viel Ather aus- 
geschiittelt, die Atherlésung mit Natriumsulfat entwassert und der Ather 
abdestilliert, wobei eine braune, sirupése Substanz (8,) zuriickbleibt. Da 
die Menge der Fallung (A) sehr betrachtlich ist (etwa 30g), wird sie ge- 
waschen, getrocknet und nochmals der Kalischmelze, aber diesmal bei 
héherer Temperatur (Beginn 270°, Ende 330°) unterworfen. Die erkaltete 
Schmelze wird in Wasser gelést und angesaéuert. Nach Beseitigung kohliger 
Substanzen wird das Filtrat (C,) ebenfalls mit viel Ather ausgeschiittelt, 
der einen braunlichen Extrakt (2,) liefert. Die Partien (/3,) und (2,) werden 
vereinigt, in heiBem Wasser gelést, mit Tierkohle gereinigt und nach der 
Filtration auf ein kleines Volumen eingedampft. Nun wird Bleiessig und 
hierauf Essigsiure zugefiigt. Der Bleiniederschlag wird abfiltriert, die 
Lésung mit H,S entbleit und eingeengt, hierauf nochmals mit Bleiessig und 
Essigsiure versetzt, nach Beseitigung der Bleifallung neuerdings mit H,S 
entbleit und eingedampft. 

Man erhalt so schon ziemlich rein Protocatechusaure. Zur weiteren 
Reinigung kann man mit Benzol auskochen, um Pyrogallol zu entfernen, 
das darin etwas léslich ist und kristallisiert schlieBlich aus heiBbem 
Wasser um. Verwendet man nur die zuerst ausfallenden Anteile fiir die 
nachste Kristallisation, so erhalt man die Protocatechusdure bald in 
rein weiBen Nadeln vom Fp. 196°. FeCl, farbt in wasseriger Lésung 
griin, auf Sodazusatz geht die Farbe itiber Blau in Violett tiber. 

5,091 mg Substanz, 10,199 mg CO,, , 1,843 mg H,O. 
Gefunden: C = 54,65%, H = 4,05%, 
berechnet fiir C;H,O,: C = 54,5395, H = 3,93 %,. 

Die friiher erwahnten Bleiniederschlage werden in Wasser suspen- 
diert und mit H,S zerlegt. Man engt das Filtrat ein und wiederholt die 
Bleifallung. SchlieBlich wird aus heiBem Wasser umgelést, wobei man 
die zuerst ausfallenden Anteile beseitigt, da sie noch Protocatechusaure 
enthalten kénnen. Der so gereinigte K6rper ist rein weib, zeigt den 


1 Barth u. Goldschmidt, B. 11, 846, 1878. 
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Fp. 130 bis 131°, ist in Wasser sehr leicht léslich und zeigt alle Reaktionen 
des Pyrogallols. 
4,205 mg Substanz, 8,788 mg CO,, 1,863 mg H,O. 
Gefunden: C = 57,01%, H = 4,96%, 
berechnet fiir CgH,O,: C = 57,12%, H = 4,80%. 

Die sauren, wasserigen Fliissigkeiten C, und C, vereinigt man, 
neutralisiert mit Barytlauge, filtriert vom Bariumsulfat ab und dampft 
zur Trockne ein. Die zuriickbleibende Salzmasse verreibt man mit 
wenig verdiinnter Schwefelséure, um die Sauren in Freiheit zu setzen 
und extrahiert mit Aceton. Alkohol ist zu meiden, da er Veresterungen 
bewirken kénnte. Die dunkle Acetonlésung wird mit wasserfreiem 
Natriumsulfat entwassert und das Aceton abdestilliert. Den Riickstand 
unterwirft man der Wasserdampfdestillation, die Menge der fliichtigen 
Sauren ist aber sehr gering, so daB ihre Isolierung und Trennung nicht 
durchfiihrbar war. Soweit man aus der Geruchsreaktion bei der Be- 
handlung der Salze mit Alkohol und konzentrierter Schwefelsiure 
schlieBen darf, handelt es sich hauptsachlich um Essigséure nebst 
Spuren homologer Fettsauren. 

Der bei der Wasserdampfdestillation verbleibende Riickstand wird 
mit Tierkohle aufgekocht, filtriert und im Vakuum eingedampft. Nach 
langerem Stehen scheidet sich ein noch stark gefarbter, kristallinischer 
Niederschlag aus, der durch wiederholtes Umkristallisieren aus Wasser 
unter Tierkohlezusatz gereinigt wird. Farblose Nadeln vom Fp. 183 
bis 184°. Es liegt Bernsteinsdure vor. Der Mischschmelzpunkt mit 
kauflicher Bernsteinséure zeigte keine Depression. 

4,372 mg Substanz, 6,531 mg C o 2,043 mg H,0. 
Gefunden: = 40,75 %, H = 5,23 %, 
berechnet fiir C,H,O,: C = 40,66%, H = 5,12%. 

Die Kalischmelze ergab somit nur die bei Gerbstoffen haufig beob- 
achteten Spaltprodukte. Phloroglucin wurde nicht gefunden, auf- 
fallenderweise auch kein Hexaoxydiphenyl!. 


Sonstige Reaktionen. 
Wir haben noch die Methylierung und die Dehydrierung mit Selen 
versucht, sind aber vorliufig noch nicht zu verwertbaren Ergebnissen 
gelangt. Die diesbeziiglichen Versuche werden aber fortgesetzt. 


Ergebnisse. 
Zur Beurteilung der mitgeteilten Versuchsresultate ist es nétig, von 
der Beschaffenheit des Ausgangsmaterials, namlich des Kastaniengerb- 
stoffs selbst, auszugehen, den Freudenberg? folgendermaBen charak- 





1 Barth u. Goldschmidt, Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss. Wien IIb, 79, 
1879. — 2 l.c. S. 50. 
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terisiert: ,,die weitere Forschung hat zu priifen, ob Zucker, Gallus- und 
Ellagséure zusammen zu einem Gallotannin gehéren, das dem tiirkischen 
Gallotannin ahnelt und dem héchst kondensationsfaihigen Gerbstoff 
beigemengt ist oder ob alle diese Spaltstiicke mitsamt dem kondensa- 
tionsfahigen Hauptbestandteil zu einem Molekil gehéren.** Es ist also 
zunachst anzunehmen, daB alle diese Komponenten mit Ausnahme des 
Zuckers in das Molekiil des Phlobaphens eingehen. Dieses enthalt noch 
Hydroxylgruppen, aber erheblich weniger wie seine Bausteine. Bei der 
Kondensation wird also ein Teil der Hydroxylgruppen als Wasser ab- 
gespalten und diese Wasserabspaltung muB zur Bildung von Sauerstoff- 
briicken fiihren, durch welche die einzelnen Bausteine wenigstens teil- 
weise im Molekiil zusammengehalten werden. Damit steht das Ergel,ais 
der Zinkstaubdestillation im Einklang, die nur verhaltnismaBig niedrig- 
molekulare Destillationsprodukte liefert. Allerdings ist die Ausbeute an 
diesen Stoffen sehr gering, woraus zu schlieBen ist, daB der GroBteil 
des Gesamtmolekiils keine fliichtigen Produkte liefert, sondern verkohlt 
zurickbleibt. Aber auch dieser Hauptanteil kann nicht aus groBen, 
zusammenhangenden Kohlenstoffkomplexen bestehen, weil die Oxyda- 
tion schon bei ziemlich milder Handhabung zur vollstandigen Zer- 
trimmerung des Molekiils fiihrt. DaB die Bausteine selbst bei der 
Kondensation keine tiefgreiefenden strukturellen Veranderungen er- 
leiden, geht aus den Ergebnissen der Kalischmelze hervor, welche durch- 
aus nur solche Spaltprodukte liefert, wie sie auch aus den Gerbstoffen 
selbst erhalten werden. 

Das Auftreten des Anthracens, dessen Ringsystem in keinem der 
Bausteine vorgebildet ist, erklart sich zwanglos aus der Annahme, dab 
die Gallussaure infolge der Mineralséurewirkung zu einem der Rufigallus- 
siure ahnlichen, aber vielleicht weniger freie Hydroxylgruppen ent- 
haltenden Anthrachinonderivat kondensiert wird; dadurch wird auch 
die starke Farbung der Phlobaphene erklarlich, ebenso die leichte 
Oxydierbarkeit, die ja fiir stark mit Sauerstoff beladene Anthracen- 
abkémmlinge charakteristisch ist. Die Bildung des Naphthalins bzw. 
seiner Muttersubstanz kann vielleicht durch einen Vorgang erklart 
werden, der dem Ubergang des Pyrogallols in Purpurogallon entspricht?. 

Auf Grund dieser Erwigungen kommt man, ohne der Spekulation 
zu weiten Spielraum zu gewahren, zu der Auffassung, da8 aus Gallus- 
saure durch Kondensation entstandene Anthrachinonabkémmlinge 
einerseits und Ellagsiurekomplexe andererseits in gréBerer Zahl durch 
depsid- oder atherartige Sauerstoffbriicken miteinander zu dem Gesamt- 
molekiil des Phlobaphens verbunden sind. 


1 Willstdtter u. Heiss, Herzig-Festschrift 1923, S. 17. 
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Zur alkoholytischen Spaltung von Casein und Gelatine. 
Von 


Anast. A. Christomanos. 


(Aus der biochemischen Abteilung der Universitats-Frauenklinik ,,Louros“, 
Athen.) 
(Eingegangen am 27. Marz 1935.) 

Die Spaltung von EiweiB durch Athylalkohol bei hohen Tempe- 
raturen wurde vor einigen Jahren von Grdnacher! untersucht, der 
Athylalkohol auf Gansefedern bei 170° einwirken lieB. Es erfolgte eine 
Lésung der Federn, und im Alkoholysat konnte er Diketopiperazine 
feststellen. Nahere Angaben iiber die Natur der entstandenen Abbau- 
produkte sind der Arbeit jedoch nicht beigefiigt. Es ist in Betracht zu 
ziehen, daB die Alkoholyse nur dann zu wohldefinierbaren Produkten 
fiihren kann, wenn die Ausgangsstoffe, die zu spaltenden EiweiBkérper 
und der Alkohol absolut rein sind. Grdnacher verwandte den kauflichen 
denaturierten Spiritus. Da jedoch die alkoholytische EiweiBspaltung ein 
an sich auBerst interessantes und bis jetzt wenig untersuchtes Problem 
ist, haben wir versucht, den Gang der Spaltung, sowie die entstehenden 
Produkte bei verschiedenen EiweiBkérpern mit verschiedenen Alkoholen 
zu studieren. Zu diesem Zwecke wurden als Eiweibkorper Caseinum 
puriss. nach Hammarsten und Gelatine von Griibler verwandt und ihre 
Spaltung in Methyl-, Athyl- und Isoamyl-alkohol bei verschiedenen 
Temperaturen untersucht. 

Methodik. Die Spaltung wurde in Glasréhren mit einer mittleren Weite 
von 9mm durchgefiihrt. Bei den héheren Temperaturen iiber 140° wurden 
zuerst statt der Glasréhren, die die Dampfspannung der Alkohole nicht aus- 
hielten, Kupferréhren verwandt, welche im Sauerstoffgebliase zugeschmolzen 
wurden. Spater kamen Glasréhren von 3mm Wanddicke zur Verwendung. 
Selbstverstindlich wurden die Glasréhren, ebenso wie die Kupferréhren 
beim Zuschmelzen in einer Kaltemischung von — 20° gehalten. In die 
Rohren wurden vor dem Zuschmelzen jeweils 0,2 g Casein bzw. 0,2 g Gelatine 
und 10cem des zum Spaltversuch gebrauchten Alkohols zusammen mit 
einer Glasperle zum Durchschiitteln gebracht. Diese Réhren kamen in ein 
eisernes Siedeheizrohr, welches seinerseits in einem Glycerinbad von kon- 
stanter Temperatur lag. Die Dauer jedes Versuchs betrug 10 Stunden, 
wihrend welcher die Réhren auf der bestimmten Temperatur gehalten 
wurden. Nach dem Erkalten wurden die Réhren herausgenommen und ge- 
6ffnet. Der Inhalt wurde unter gréBtméglicher Vermeidung von Ver- 
dunstung durch ein dichtes Filter filtriert. Vom Filtrat wurden jeweils 
0,5 bis 1 cem zur N-Bestimmung nach Kjeldahl, zur Bestimmung der Aziditat 


1 Ch. Grdnacher, Helv. Chim. Acta 8, 784, 1925. 
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bzw. der Carboxylgruppen nach Waldschmidt-Leitz' unter Verwendung von 
n/50 KOH und Phenolphthalein* entnommen, und bei einigen Versuchen 
eine nephelometrische Gesamt-S-Bestimmung angeschlossen. Ein adiquater 
Teil des Filtrats wurde in einer Glasschale zuerst auf dem Wasserbad ver- 
dunstet, dann im Exsikkator im Vakuum getrocknet und gewogen. Hierdureh 
wurde die Gesamtmenge der Spaltprodukte mit Ausnahme des etwa 
fliichtigen Anteils bestimmt. Im Riickstand wurde gleichfalls eine N-Be- 
stimmung vorgenommen. Die Differenzen der beiden N-Bestimmungen 
ergeben den in fliichtigen Substanzen gebundenen Stickstoff. Der Riickstand 
wurde auBerdem, nach Lésung in 5 cem 20°% igen Alkohols, zur Anstellung 
der Biuret-, Xantoprotein-, Millon- und Ehrlich-Neubauerschen Reaktion 
verwandt. Gleichzeitig wurde in derselben Lésung die faillende Wirkung von 
Phosphorwolframsaiure und gesattigter wasseriger Pikrinsiurelésung unter- 
sucht. SchlieBlich wurde die Pikrinséiurereaktion von Abderhalden*® und die 
Nitroprussidreaktion auf Diketopiperazine angestellt. 

Die Resultate dieser Untersuchung sind in den folgenden Tabellen fiir 
jeden der drei Alkohole zusammengestellt. 


Methylalkohol. 


Die Versuche mit Methylalkohol (Puriss. Merck) wurden zwischen 65° 
(Siedepunkt des Methylalkohols 64,8°) und 180° ausgefiihrt. 


Tabelle LI. 





— Druck N-Gehalt Aziditét Riickstand ee Farbe des Alkoholysats 
oC mm mg-9/ mg-°/9 mg-°/o oy 
65 | 70! os | — 10 | 120 |) il 
80 | 1250 3,3 — 40 12,0 || — 
100 2621 10,0 19,5 80 8,0 |) Farblos, Stich ins 
110 8561 14,2 31, 120 8,5 | Gelbliche 
120 || 4751 29,2 -- 220 7,4 | 
130 6242 51,3 53,7 320 6,2 > Leicht celblich 
140 | 8071 | 75,7 89,0 620 81 |) 
180 18000 200,0 _— 1580 7,5 Gelblich-braun 

Athylalkohol. 


Die Versuche mit absolutem Alkohol wurden genau wie die Versuche 
mit Methylalkohol in zugeschmolzenen Glasréhren ausgefiihrt. AuBer- 
dem wurden noch bei 180° und 206° Versuche in Kupferréhren angestellt, 
die im Sauerstoffgeblise zugeschmolzen waren. Die Ergebnisse dieser 
Versuche, die in Tabelle I] mit Stern versehen aufgefiihrt sind, sind 
nicht ganz einwandfrei, da ein kleiner Teil Casein in diesen Réhren 
verkohlte. 


1 Abderhalden, Arbeitsmethod. u. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 54, 


3988, 1921. — ? Die Werte fiir die Aziditat sind in mg-% KOH an- 
gegeben. — * Abderhalden u. Komm. Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 181, 
1924. 


26 * 
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Tabelle II. 
Tempe- Y a paren = , ; 
ratur Druck N-Gehalt Aziditit Riickstand Verhaltnis aati tei Aelia 
00 mm | mg-9J> mg-/9 mg-°/, bike ’ iG 
78.3 760 0,2 - 5,0 25,0 || Farbl 
100° = 1694 14 | 285 200 14,0 | eae? 
110 2367 5,3 30,3 25,0 4,7 | eat . 
120 3931 134 33'8 1250 46 | Stich ins Gelbliche 
130 4323 21,0 46,3 185,0 8,8 | Gelblic! 
140 5674. «40,8 | 53,4 | 295,0 7 1 — 
160 9366 78,1 67,7 735,0 9,3 | Braunlich-gelb 
[180!*| 14500 1686 | 72,7 1260.0 7,5) | raat 
180 17 000 181,6 a 1360,0 7,9 ) Dunkelt 
[200* | 18000 215.6 — | 1550,0 7,1) || wee 
Isoamylalkohol. 


Die Versuche wurden genau wie die vorhergehenden in Glasréhren 
ausgefiihrt, nur daB sie infolge der niedrigeren Dampfspannung des 
Amylalkohols bis zu héheren Temperaturen ausgedehnt werden konnten. 


Tabelle III. 





Tempe-|! yrnck | N-Gehalt |Aziditut| Riickstand | Verhiltnis 
P R:N 
°C mm | mg-%o | mg-% | mg-%o 
| 
10; — | 19 | 80 15,0 8,0 
140 760 | 4,2 — 70,0 16,0 
150 | 1400 | 420 — 330,0 7,8 
160 | 1856 | 75,6 — 610,0 8,0 
170 | 2305 | 132.4 | 37,8 | 850,0 6,4 
180 | 2761 | 1722 | — 1280,0 7,4 
200 , 3581 | 240.8 | 44,6 | 1880,0 7,8 
210 | 4030 | 2408 | — 1820,0 7,5 
220 | 4450 | 236,6 | 57,9 | 1790,0 7,5 





Farbe des Alkoholysats| ~Sehslt 
mg-/o_ 
Stich ins Gelbliche — 
Gelblich — 
| 38,0 
Hell gelbbraun 50,1 
57.5 
Gelbbraun ee 
Dunkelbraun hig 


Versuche mit Gelatine. 


Als zweiter EiweiBkérper wurde Gelatine (puriss. Griibler) zu den 


Spaltungsversuchen benutzt. Ebenso wie beim Casein wurden auch hier 
je 0,2 g Gelatine mit je 10 cem Isoamyl- bzw. Athylalkohol in die Glas- 
réhren eingeschmolzen. Die gefundenen Werte sind in nachstehender 


Tabelle IV zusammengestellt. 


Tabelle IV. 








Spaltungs- er Druck | N-Gehalt Aziditat | Riickstand Verhiltnis Farbe des 
Pnitter || Teer | :N | Alkoholysats 
oC mm mg-9/> mg-°/o mg-°/9 : Sate 

eee ey ee ae 0 0 \ " 
Isoamyl-||| 140 760; 189 | — 85,0 | 25 |{  Farblos 
alkohol || 180 | 2700/ 316 338 1000) 3,1 Hellgelb 

| 210 | 4500 | 2833 | 53,5  1480,0 49 Gelblich-braun 

Methyl- | 1195 | 3800! 3 | | 450] 54 Farblos 


1 


alkohol 
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Resultate: Es ist aus den Tabellen I bis LI ersichtlich, daB die 
Spaltung des Caseins, gemessen am Gesamt-N-Gehalt und der Aziditits- 
zahl, sowie der Menge des Verdampfungsriickstandes des Alkoholysats, 
beim Methylalkohol bei tiefen und mittleren Temperaturen gréBer 
ist als beim Athylalkohol und bei diesem wieder gréBer als beim Isoamyl- 
alkohol. Bei hohen Temperaturen strebt jedoch der Spaltungsgrad 
bei allen drei Alkoholen dem gleichen Endwert, der vollstandigen 
Spaltung, zu. So ist beispielsweise die Menge des Verdampfungsriick- 
standes, bzw. die Menge der Spaltprodukte bei 180° beim Methylalkohol 
1580 mg, beim Athylalkohol 1360 mg und beim Isoamylalkohol 1280 mg. 

Diese Ergebnisse zeigen, daB die Spaltungsgeschwindigkeit bei den 
tieferen und mittleren Temperaturen verschieden ist, und zwar ist sie 
beim Methylalkohol gréBer als beim Athylalkohol und bei diesem gréBer 
als beim Isoamylalkohol. Obwohl die Dampfspannung des Methylalkohols 
groBer ist als die des Athyl- und des Amylalkohols, ist diese fiir den 
stirkeren Grad der Spaltung bei den mittleren Temperaturen nicht ver- 
antwortlich zu machen, da bei diesen Temperaturen ja noch kein 
Gleichgewichtszustand erreicht ist und der Druck bekanntlich in der 
Reaktionskinetik nicht als Variable auftritt. Die gréBere Spaltungs- 
geschwindigkeit beim Methylalkohol gegeniiber dem Athyl- und dem 
Amylalkohol ist demnach einer Wirkung der drei Alkohole als Lésungs- 
mittel oder als Reaktionspartner zuzuschreiben. 

Infolge der geringeren Dampfspannung des Isoamylalkohols konnten 
wir bei diesem, wie schon erwaihnt, auch die Wirkung héherer Tempe- 
raturen untersuchen. Hierbei zeigte sich, daB sich bei 180° etwa die 
Halfte des Caseins und bei 200° so gut wie alles Casein gelést hatte. Bei 
Temperaturen iiber 200° ist die Gesamt-N-Menge des Alkoholysates 
sowie seines Riickstandes vermindert, wahrscheinlich durch Bildung 
gasformiger Spaltprodukte. Diese Annahme ist berechtigt, da beim 
Offnen der entsprechenden Glasréhren sich ein héherer Druck sowie 
Ammoniak und Skatolgeruch bemerkbar machten. 

Der Gang der Spaltung des Caseins in Methyl-, Athyl- und Isoamyl- 
alkohol verlauft, wie aus dem Verhaltnis vom Alkoholysatriickstand (2) 
zum Gesamt-N zu ersehen ist, nicht gleichmaBig. Das Verhaltnis von 
R:N fallt von héheren Werten auf 6,5 bzw. 4,6 ab, was auf reichliche 
Abspaltung N-haltiger Produkte hinweist. Spater verlauft die Spaltung 
gleichmaBiger, indem der Gesamtriickstand und Gesamt-N gleichzeitig 
zunehmen. Bei der Gelatine beginnt die Spaltung erst bei héheren 
Temperaturen, und das Verhaltnis R: N bleibt viel gleichmaBiger als 
beim Casein. Ein Teil der N-haltigen Spaltprodukte von Casein und 
Gelatine ist beim Durchsaugen von Luft bei Zimmertemperatur fliichtig. 
Dieser Anteil betrigt beim Casein 6,5°, des Gesamt-N. Ein weiterer 
gréBerer Anteil ist bei 100° fliichtig, und zwar bei Casein 22,9 bis 24% des 


Gesamt-N, bei Gelatine eine weit geringere Menge, namlich 2,2°%. Dieser 
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leicht fliichtige Anteil besteht wahrscheinlich aus NH, und Alkylaminen, 
da die frischen Alkoholysate mit Nesslerschem Reagens eine schwach 
positive Reaktion gaben. 

In den Spaltprodukten wurde, wie schon erwaihnt, das Vorhanden- 
sein verschiedener Aminosduren durch ihre Farbreaktionen festgestellt. 
So ergab sich, daB die Biuretreaktion in den meisten Fallen schwach 
positiv gefunden wurde, wahrend die Abderhaldensche Diketopiperazin- 
reaktion mit Pikrinsdure sehr friihzeitig positiv ausfiel. Die Diketopipe- 
razinreaktion wurde nach der Abderhaldenschen Vorschrift mit carbonyl- 
freien Reagenzien blind wiederholt, so daB ihr positiver Ausfall eindeutig 
ist. Bemerkenswert ist, daB das Tyrosin durch die Millonsche Reaktion 
erst bei vorgeschrittener Spaltung festgestellt werden kann; dagegen 
war die Xantoproteinreaktion und die Khrlich-Neubauersche Trypto- 
phanreaktion in den ersten Stadien der Spaltung positiv. Die Spalt- 
produkte des Caseins stellen nach Verdampfen des Alkohols eine gelblich- 
glasige Masse dar, welche in kaltem Wasser schwer, in siedendem 
Wasser leichter léslich ist. Dagegen sind sie Jeicht léslich in absolutem 
sowie auch in 60% igem Athylalkohol. Beim Erkalten einer Lésung in 
20°, igem Alkohol scheiden sich feine, teilweise unreine prismatische 
Nadelchen ab. 

Die Spaltprodukte der Gelatine sind im Gegensatz zu denen des 
Caseins leicht léslich in Wasser und in Athylalkohol. 

Zur Analyse gelangten die Produkte der amylalkoholischen Spaltung 
des Caseins, da sie in gréBeren Mengen vorhanden waren. 

Die nach Verdampfen des Amylalkohols zuriickbleibende glasige 
Masse wird mit einer gréBeren Menge 20% igem siedenden Athylalkohol 
aufgenommen und mit etwas Tierkohle digeriert und méglichst heiB fil- 
triert. Das Filtrat wird im Vakuum getrocknet. Es hinterbleibt eine 
élig kristallisierende Masse. Beim Zusetzen von 20°% Alkohol lést sich 
die Hauptmenge. Es bleiben feine Kristalle zuriick, die abzentrifugiert 
mit kaltem Wasser gewaschen und in siedendem Wasser gelést werden. 
(Sie lésen sich sehr schwer.) Nach Abdampfen des Wassers bleiben 
mikroskopische Kristalle von Blattchen- und Prismenform zuriick. Sie 
sind unléslich in Ather, leicht léslich in siedendem Alkohol und zeigen 
einen Schmelzpunkt von 272° (unkorr.) 

Die Analyse von 200,1 mg im Vakuum getrockneter Substanz ergab 
die Formel Cy. Hg9N¢ Oy. 

Ber.: C 63,71%, H 9,73%, N 12,88%, O 14,15% ; 
gef.: C 62,95%, H 9,18%, N 12,45%, O 14,30%. 


Nach der Zusammensetzung Schmelzpunkt und Léslichkeit zu urteilen, 
handelt es sich um Leucinanhydridkristalle. 

Die in 20% Alkohol geléste Hauptmenge wurde mit Essigester 
behandelt. Es schieden sich mikroskopische Nadeln und Prismen aus. 
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Nach erneuter Aufnahme in Alkohol konnten wir 332,1 mg Substanz 
gewinnen. Die verfilzten Nadeln hatten .einen unscharfen Schmelz- 
punkt von 288 bis 289,5°. Es handelt sich wahrscheinlich um Leucin- 
valinanhydrid}, welches schon bei der hydrolytischen Caseinspaltung von 
Abderhalden isoliert worden ist. Die Analyse der Substanz ergab die 
Forme] C1; Hop No Oo. 

Ber.: C 60,0%, H 10,09, N 14,09, O 16,0%; 

gef.: C 609%, H9,95%, N 13,7%, O 16,8%. 

Also handelt es sich wahrscheinlich nach dem Schmelzpunkt und 
Zusammensetzung um Leucinvalinanhydrid. 

Der in Essigester sich nicht gut lésende Teil gibt intensive Millon- 
sche und Tryptophanreaktion. Die kristallinische Masse ist in Wasser 
schwer léslich. Die Kristalle zersetzen sich unscharf bei 265°. Die Analyse 
von 294,38 mg in Vakuum getrockneter Substanz lieB auf die Formel 
Cy2Hgg9N 303 schlieBen. Nach langerem Kochen mit 20% iger Salzsiure 
am Riickflu8 konnten wir Kristalle von reinem Tyrosin erhalten 
(Schmelzpunkt 314°), welche samtliche fiir Tyrosin charakteristischen 
Reaktionen gaben. Weiterhin wurde die «-Naphthylisocyanatverbindung? 
dargestellt. Sie zeigte die fiir Tyrosin charakteristischen feinen Nadeln 
von Schmelzpunkt 205° bis 206°. 

Aus dem Hydrolysat lieB sich noch in kleinen Mengen «-Naphthyl- 
isocyanat-tryptophan? von Schmelzpunkt 159° isolieren. Es ist demnach 
wahrscheinlich, da es sich um eine anhydridartige Verbindung 
zwischen Tyrosin und Tryptophan handelt. Aus den Spaltprodukten 
der Gelatine konnten wir durch Auskristallisierung der Spaltprodukte 
aus heiBem Wasser Nadeln isolieren, die bei 241° schmolzen. Die 
Elementaranalyse ergab, daB es sich um Glycylalaninanhydrid handelt, 
welches bis jetzt nur aus den hydrolytischen Spaltprodukten des 
Seidenfibroins isoliert worden ist. 

Substanz im Vakuum getrocknet 401,3mg, C,HgN,Og. 

Ber.: C 46,87%, H 6,24%, N 21,84%, O 25,0% ; 

gef.: C 46,4%, H6,51%, N 21,69%, O 24,9%. 
Das Hydrolysat der Kristalle gab mit Naphthylisocyanat die Ver- 
bindungen der beiden Aminosauren. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde die Spaltung von Casein und Gelatine durch Methyl-, 
Athyl- und Isoamylalkohol zwischen den Siedetemperaturen der Alko- 
hole und 220° in zugeschmolzenen Glasréhren untersucht. 

2. Der Grad der Spaltung wurde gemessen durch Bestimmung des 
Gesamt-N-Gehalts, der Aziditat und der Gesamtmenge des Alkoholy- 
sates. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 19, 1907; 128, 123, 1923; 131, 292, 1923 
2 Neuberg, Ber. chem. Ges. 38, 2363, 1905; diese Zeitschr. 5, 458, 1907. 
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3. Der Spaltungsgrad strebt bei allen drei Alkoholen bei den hohen 
Temperaturen tiber 180° dem gleichen Endwert zu. Bei niederen und 
mittleren Temperaturen ist der Spaltungsgrad und damit die Spaltungs- 
geschwindigkeit bei Methylalkohol gréBer als bei Athylalkohol und bei 
Isoamylalkohol. 

4. Kin Teil der gebildeten N-haltigen Verbindungen ist leicht 
fliichtig, und zwar betrigt dieser Anteil beim Casein bis 24%, bei der 
Gelatine jedoch nur 2,2°% des Gesamt-N der Spaltprodukte. 

5. Der Gang der Spaltung wird nach dem Verhiltnis von Gesamt- 
ruckstand zu Gesamt-N beurteilt. Er ist im Casein nicht gleichmaBig. 
Der Anfang der Spaltung zeichnet sich beim Casein durch Abspaltung 
stark N-haltiger Produkte aus. 

6. Das Alkoholysat ergab bei héherem Spaltungsgrad meist eine 
schwache Biuretreaktion, dagegen ist die Reaktion auf Diketopiperazine 
bereits im Anfang der Spaltung positiv. 

7. Aus den Spaltprodukten des Caseins wurde Leucinanhydrid und 
Leucinvalinanhydrid gewonnen und die Anwesenheit einer Tyrosin- 
Tryptophanverbindung wahrscheinlich gemacht. 

8. Aus den Spaltprodukten der Gelatine wurde Glycylalanin- 
anhydrid isoliert, welches bis jetzt nur in Seidenfibroin gefunden wurde. 


Zum SchluB méchten wir darauf hinweisen, daB wir in der alko- 
holytischen EiweiBspaltung ein ausgezeichnetes Mittel besitzen, um 
schnell und in relativ reinem Zustande Spaltprodukte der Proteine 
zu isolieren. 


















































Stickstoffbilanz und der 0/N-Koeffizient beim 
experimentellen Skorbut. I. 


Von 


L. D. Kasehevnik und S. A. Eidman. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des staatlichen medizinischen 


Instituts in Archangelsk.) 


(Eingegangen am 22. Marz 1935.) 


Das Schrifttum bietet nur wenig Angaben iiber die Stickstoffbilanz 
beim experimentellen Skorbut. Von den unser Thema unmittelbar 
beriihrenden Arbeiten sei diejenige von H. Ship und S. Zylva (1928) (1) 
erwahnt. 


In dieser Arbeit konnten die Verfasser iiberhaupt keine Einwirkung des 
Skorbuts auf die N-Bilanz und den C/N-Koeffizienten des Harns feststellen. 
Die Versuchsprotokolle der obenerwihnten Verfasser zeigen, da8 von drei 
Versuchstieren das Meerschweinchen Nr. 1 am zehnten Tage des Versuchs 
einer Lungenentziindung erlag. Auch das Meerschweinchen Nr. 2 ging am 
Ende des Versuchs infolge von Pneumonie und Skorbut ein. Deshalb 
kénnen als Grundlage fiir die Angaben der Verfasser nur die Versuche an 
einem einzigen Meerschweinchen Nr. 3 betrachtet werden; der Skorbut bei 
diesem Versuchstier verlief ohne jegliche Komplikation. 


Jarussowa (2) behauptet (1928), daB sich beim Skorbut zu Beginn der 
Erkrankung und in der Zeit ihrer vollen Entwicklung eine negative N -Bilanz 
beobachten laBt. Leider fiihrt sie keine erschépfenden Tabellen an und 
bietet nur Mittelwerte iiber einzelne Versuchsperioden.. Auch in dieser 
Arbeit wurden die Versuche nur an einem einzigen Meerschweinchen (Nr. 2) 
ausgefiihrt. Das Meerschweinchen Nr. 1 (positive Kontrolle) kam schon 
wahrend der ersten Tage infolge einer Lungenentziindung um. 

Die japanischen Forscher Nagayama und Sato (3) (1929) studierten den 
EiweiSumsatz beim experimentellen Skorbut und stellten dabei die Zunahme 
der N-Ausscheidung am Ende der Skorbuterkrankung vor dem Tode des 
Tieres fest. Die Verfasser fiihren jedoch nur die Mittelwerte waihrend des 
ganzen Krankheitsverlaufes an. Im uns zuginglichen Schrifttum fanden 
wir keine Angaben iiber Untersuchungen des Oxydationskoeffizienten-O /N 
beim Skorbut. 


Einige methodische Versuchsbedingungen der oben erwahnten 
Verfasser werden wir weiterhin beriihren. Es sei hier nur erwahnt, dal 
die Angaben des Schrifttums zu ungeniigend sind, um eine Beurteilung 
der N-Bilanz beim Skorbut zu erméglichen, daher ist es unser Ziel, den 
Charakter der N-Bilanz beim Skorbut eingehend zu erforschen. In der 
Zeit von September bis Dezember 1934 wurden von uns Versuche an 


a 
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zwei Meerschweinchen vorbereitet und ausgefiihrt. Dieselben Versuchs- 
tiere dienten auch fiir die Kontrollperiode (positive Kontrolle). Der 
N des Harns und des Kotes wurde nach Kjeldahl in der Modifikation 
von L. D. Kaschevnik (4), der Vakat-O nach Miiller in der Modifikation 
von L. D. Kaschevnik (5) und die Chloride nach Moor in der Modi- 
fikation von Pincussen bestimmt. Der Harn wurde in einem Glas- 
zylinder mit einer Schwefelséurelésung von py 5 gesammelt. 


Die Anordnung unserer Versuche war folgende: Wiahrend der ganzen 
Zeit befanden sich die Meerschweinchen in Kafigen, die fiir N-Wechsel- 
versuche bestimmt und mit einem Glasboden! versehen waren. Der Umfang 
dieser aus Eisennetzen mit groBen Maschen hergestellten Kafige betrug 
ungefihr 40 x 40 x 40em. Um die Bewegungsméglichkeit der Versuchs- 
tiere nicht zu stark zu beschrinken, machte man die Kafige etwas gréBer 
als gewOhnlich. Zwischen dem aus verzinktem Eisen hergestellten Trichter 
und dem GlasfuBboden wurde ein Netz aus verzinktem Eisendraht mit 
kleinen Maschen (erstes Netz) eingefiihrt. An der Verengungsstelle des 
Trichters (durch den der Harn in den graduierten Zylinder abfloB) wurde 
noch ein Netz aus verzinktem Eisendraht eingestellt; um ein vollstandiges 
Auffangen des Kotes und der Nahrungsreste, falls dieselben durch das erste 
Netz durchkommen kénnten, zu erméglichen. 


Bei den Versuchen mit den an Skorbut erkrankten Tieren spielt die 
Skorbutkost eine groBe Rolle (Grundnahrung). Fiir die Untersuchungen 
von H. Ship und S. Zylva galt die Schermansche Diat als Grundnahrung. 
Dabei erhielten die Versuchstiere Pflanzen- und TiereiweiB; ihrem 
physischen Charakter nach unterschied sich jedoch die Nahrung ge- 
wissermaBen von der Nahrung der unter normalen Verhaltnissen 
lebenden Tiere. In Jarussowas Versuchen verabreichte man den Meer- 
schweinchen Hafer und gekochten Kohlsaft. Auch diese Kost war fiir 
eine dauernde Verfiitterung der Versuchstiere (Meerschweinchen) 
etwas ungewohnlich. Wir wahlten die im Vitaminlaboratorium des 
Staatlichen Pflanzenziichtungsinstituts in Leningrad angewandte 
Kost, die Diat N 2 von W. N. Bukin, K. L. Povolozkaja und M. G. 
Glasunov (6)?. 

Bei orientierenden Kontrollversuchen an Meerschweinchen bestimmte 
man die ungefiihren Mengen von frischem Hafer, Heu und Gemiise, welche 
von den Tieren bei verschiedenen Gaben dieser Nahrstoffe verzehrt wurden. 
Wir stellten fest, da8 junge Tiere gut wachsen und fortwahrend eine un- 


bedeutende positive N-Bilanz aufweisen, falls sie bei einem Gewicht von 
300 bis 350 g 20 g Heu und 10 g Hafer erhalten, wobei die Gaben von Mohr- 


1 Der Boden des Kafigs bestand aus parallel in einem Abstand von 
0,2 bis 0,4 em laufenden dicken Glasstabchen. — 2 Dieselbe Arbeit bietet 
simtliche zeitgemiBe Arten der Methodik der biologischen Bestimmung 
des Antiskorbutvitamins (Skorbutkost von Sherman, Bessonov, Lavrov, 
Summonds u.a.), die experimentell verglichen und bewertet sind. 
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riiben und Beeten! (etwa 10g) und Wasser? beschrankt sind. Als Grund- 
ration (skorbutogene Ration) diente im Autoklaven erhitztes Heu und 
Hafer; am Ende der Untersuchungen wurden auch entsprechend be- 
handelte Mohrriiben zugefiigt. Das Futter wurde tiglich verabreicht, die 
unverzehrten Reste taglich aus dem Kafig entfernt und gewogen. 

Die Tabellen I und II zeigen die dabei gewonnenen Zahlen. Mittelwerte 
siehe Tabelle III und IV. Bevor wir zur Besprechung der Daten iiber- 
gehen, soll noch bemerkt werden, daf beide Meerschweinchen sich waihrend 
der Kontrollperiode (positive Kontrolle) normal entwickelten, geniigende 
Mengen von Nahrung verzehrten und eine leicht positive N-Bilanz auf- 
wiesen, die fiir Meerschweinchen normaler Entwicklung bezeichnend ist. 
In der skorbutogenen Periode verzehrten die Meerschweinchen bis zum 
15. bis 16. Tage der skorbutogenen Diait das Futter ebenso gern. Am 21. bis 
22. Tage erlagen die Versuchstiere ihrer Krankheit. 

Meerschweinchen Nr. 7 (siehe Tabelle I und IIT). In der Kontrollperiode 
vom 9. November bis 3. Dezember 1934 war das Anfangsgewicht 330 g, am 
Ende der Kontrollperiode 391 g. Wahrend 24 Stunden der Kontrollperiode 
betrug der Nahrungs-N 515 mg. 

Der Mittelwert des wahrend 24 Stunden mit Harn und Kot ausge- 
schiedenen Stickstoffs betrug 152 mg (oder 40 mg pro 100 g Kérpergewicht), 
siehe Tabelle I und III. Die Schwankungen in der N-Ausscheidung waren 
der Menge des mit der Nahrung verabreichten Stickstoffs direkt proportional 
(siehe Versuche 8, 9, 10, 11, 12 in Tabelle I). 

Der Durchschnittswert des Vakat-O betrug wahrend 24 Stunden 
381mg pro 1mg des Harnstickstoffs. Die Menge des unausgenutzten 
Nahrungs-N ist 39°, (siehe Tabelle IT). 

Betrachtet man die Angaben iiber die N-Ausscheidung im Harn, 
iiber das Gewicht usw. beim Ubergang zur Skorbutkost (siehe Tabelle 
I und II), so bemerkt man, daB die Entwicklung des Skorbuts in den 
einzelnen Versuchstagen nicht gleich ist und daB im Zeitabschnitt vom 
3. bis 10. Dezember, der von uns bedingungsweise als ,, Anfangsperiode* 
der Skorbutentwicklung bezeichnet wird, die Menge des mit dem Harn 
wahrend 24 Stunden ausgeschiedenen Stickstoffs stark abnahm (von 
152mg in der Kontrollperiode zu 80,2 mg in der Anfangsperiode), 
ungeachtet der vergréBerten Menge des mit der Nahrung verabreichten 
Stickstoffs — 971 mg in 24 Stunden (siehe Tabelle 11). Der O/N- 
Koeffizient stieg steil an, was wohl auf ein gewisses relatives Sinken der 
Oxydationsvorgiange im Organismus hinweist, bei welchem gréBere 
Mengen des nicht véllig oxydierten Kohlenstoffs im Verhaltnis zu einer 
Einheit des umgesetzten Stickstoffs ausgeschieden werden. In dieser 
Periode nimmt das Versuchstier an Gewicht geniigend zu und unter- 

1 Nach Angaben vom Vitaminlaboratorium des Staatlichen Instituts 
fiir Pflanzenziichtung gelten als gewéhnliche prophylaktische Dosis gegen 
Skorbut 12g frischer Mohrriiben und 12g frischer Beeten (Versuche von 
W.N. Bukin und K. L. Povolozkaja). — * Bei den Versuchen mit dem 
Meerschweinchen Nr. 7 und 8 wurden den Versuchstieren aus technischen 
Griinden zu Ende des skorbutogenen Regimes im Autoklaven behandelte 
Mohrriiben verabreicht. 
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Tabelle II]. Meerschweinchen Nr. 7. 





Nah- Harn-N- Fiices-N 
rungs-N Aus- in 94 Std | 0/9 des 
pare in 24 Std. | scheidung mets-biaahl OE ~| N-Bilanz unaus- 
||Gewicht “(qureh- | in 24 Std. (4urch- |Gesamt-N in 24 Std. genutzten oi 


a | vi j ~ ar 
Periode i Bo schnittlich (dureh- ae gg (Harn | (im Ver-| Nab- 
i lereS | im Ver- | schnittlich Versuch) ane Kew such) rungs- 
I such) imVersuch) stickstoffs 
| 8 mg mg* mg mg mg 
Kontroll- 


periode, 9. XI. 
bis 3. XII. | 
1934 
Anfangs- 
periode der 
Skorbut- : ms 
entwicklung, || 398 9 
3. bis 10. XII. 
1934 
Periode 
der voll- | 
kommenen 
Skorbut- 880 
entwicklung, || 
10. bis 17. XIL. 
1934 
Gemischte 
Periode der 
Skorbut- || 
entwicklung 
(und | » 274 139 110 (81) 50 160 — 21 36 4,38 
partielles | | 
Hungern), | | 
17. bis25. XII. || 
1934 | 
*In () sind durchschnittliche Werte fiir Harn-N-Menge auf 100g des Gewichts be- 
rechnet. 


367 515 152 (40); 192 347 +168 39 3,81 


+396 50,4 (5,15 


or 
~<) 
ou 


1 80,2(26,5) 495 


~ 


115 (55)) 246 341 +426 32,1 5,02 


=~] 
for) 
~I 





scheidet sich objektiv in nichts von einem gesunden Tiere Zu Ende der 
Periode wird das Tier allerdings weniger beweglich, und seine Backen 
erscheinen etwas angeschwollen. 

Als nachste Periode der Skorbutentwicklung kann die Zeit vom 
10. bis 17. Dezember gelten. Wahrend dieser von uns bedingungsweise 
als Periode der ,,vollkommenen Skorbutentwicklung’ bezeichneten 
Zeit laBt sich eine staéndige Gewichtsabnahme beobachten, wobei zu- 
gleich mit einer Verringerung der mit der Nahrung eingefiihrten N-Menge 
im Vergleich zur vorhergehenden Periode eine groBe N-Ausscheidung 
mit dem Harn stattfindet und zwar: 115mg Stickstoff wahrend 
24 Stunden anstatt 80,2 mg in der Anfangsperiode. Vergleicht man die 
Werte des mit dem Harn ausgeschiedenen Stickstoffs zu 100 g Kérper- 
gewicht, so tritt dieser Unterschied ganz besonders hervor. Wir finden 
z. B., daB in der Anfangsperiode der Skorbutentwicklung auf 100 g 
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Tabelle IV. Meerschweinchen Nr. 8. 





7 " . Nahrungs- 
Nah-  Faces-N wie. 
rungs-N in N-Bil: 9/, des scheid 
: ue Ry N-Bilanz Shores scheidung 
Joowicns M248 2084- Gesamey) Sigh” that, Tne Ss 
Periode | des ohnittlich’ schnitt. |. (Harm | 24 Std. 8 N - O/N | (dureh- 
|| Tieres “im Ver- | lich im | ¥4 Kot)/ (im Ver- Bos od schnittlich 
such) | Versuch) such) stickstoffs go 
su ersuch) stickstofis such) 
g mg mg mg mg mg * 


Kontroll- 

periode, 9. XI. | 

bis 3. XII. j 
1934 


Anfangs- 
periode der 
Skorbut- ; 9g re . be nr via 
entwicklung, 403 924 289 373 +551 31,2 651 94 (24) 
3. bis 13. XII. 
1934 


Periode 
der voll- 
kommenen | 
Skorbut- 279 545 120 

entwicklung, 
13. bis 19. XII. 
1934 
Gemischte 
Periode der 
Skorbut- 
entwicklung, 
(und 288 64,6 45,5 147,5 83,0 50,5 |1,84 102 (387) 
partielles 
Hungern), 
19. bis 25. XII. 
1934 
*In () sind durchschnittliche Werte fiir Harn-N-Menge auf 100g des Gewichts be- 
rechnet. 


437 


bo 
to 
— 


333 +104 50,5 3,96 112 (32) 


L 
or 


bo 
“I 
—) 


273 81 


love 


4,33 105 (39) 





K6rpergewicht 26,5 mg Stickstoff ausgeschieden werden, in der Periode 
der vollkommenen Skorbutentwicklung jedoch 55 mg pro 100 g Kérper- 
gewicht. Der O/N-Koeffizient ist ebenso hoch wie in der Anfangsperiode 
der Skorbutentwicklung (5,0). Die Menge des unausgenutzten Nah- 
rungs-N ist im Vergleich zur Anfangsperiode des Skorbuts be- 
deutend erhéht. Objektiv betrachtet nimmt das Versuchstier an Be- 
weglichkeit ab. 

Die nachste Periode der Skorbutentwicklung wird von uns be- 
dingungsweise als ,,gemischte Periode“ bezeichnet, da wahrend dieser 
Zeit die ungeniigende Menge der vom Tier verzehrten Nahrung offenbar 
einen EinfluB auf den Verlauf des Skorbuts ausiibt. Auf diese Weise 
hat das Versuchstier auBer am Skorbut auch an partiellem Hunger zu 
leiden. 
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In der ,,gemischten Periode*‘ der Skorbutentwicklung ]4Bt sich eine 
stindige Gewichtsabnahme und eine negative N-Bilanz beobachten. 

Die N-Ausscheidung mit dem Harn ist in dieser Periode héher als 
im Anfangsstadium der Skorbutentwicklung. So betrug z. B. die Menge 
des mit dem Harn ausgeschiedenen Stickstoffs in der Anfangsperiode 
80,2 mg in 24 Stunden oder 26,5 mg pro 100 g K6rpergewicht, im letzten 
,gemischten® Stadium jedoch war die Menge des in 24 Stunden aus- 
geschiedenen Stickstoffs gleich 110 mg oder 31 mg Harn-N in 24 Stunden 
zu 100 g Kérpergewicht. Wahrend der letzten zwei Tage vor dem Ein- 
gehen des Meerschweinchens weist der O/N-Koeffizient eine Tendenz 
zur Steigerung auf. Das hangt wohl vom Vorhandensein von Aceton- 
kérpern ab, die gew6hnlich wahrend des Hungerns auftreten, wenn der 
Organismus bei negativer N-Bilanz auf einen erhéhten Verbrauch seines 
eigenen EiweiBes iibergeht. 

Bei der Sektion des Meerschweinchens Nr.7, das am 22. Tage der 
Skorbuterkrankung getétet wurde, wurde festgestellt: Unterernahrung; 
Fettablagerungen sind nur in der Nierengegend vorhanden. Das verdiinnte 
Hiiftbein kann mit einer Schere leicht zerschnitten werden. An Stellen, wo 
die Rippenknochen mit den Rippenknorpeln verwachsen, sind bedeutende 
Verdickungen (Rosenkranz). Der Unterkiefer bréckelt leicht, die Zaihne 
lassen sich mit der Pinzette bequem aus den Zahnhdhlen entfernen und 
bréckeln gleichfalls. Die Zahnkronen sind fast schwarz. Die Kniegelenke 
weisen bedeutende Verdickungen auf. Die Nebennieren sind etwas ver- 
gréBert. Das Gewicht beider Nebennieren betragt 0,343 g. In den Hiift- 
muskeln einzelne Blutungen. Einzelne Blutungen auch im Unterhaut- 
zellgewebe. Lungen und Leber normal. Diagnose: Skorbut in hohem Grade. 

Meerschweinchen Nr. 8. Die von uns erhaltenen Angaben sind in 
Tabelle II und IV wiedergegeben. Die Kontrollperiode (positive Kon- 
trolle) dauerte vom 6. November 1934 bis 3. Dezember 1934. Das An- 
fangsgewicht des Meerschweinchens betrug 312,6g. Am Ende der 
Kontrollperiode wog das Versuchstier 385,4 g. In der Kontrollperiode 
bekam es waihrend 24 Stunden mit der Nahrung 437 mg Stickstoff. 
Die Durchschnittswerte der N-Ausscheidung mit Harn und Kot betrugen 
347 mg pro 24 Stunden. 

Die Menge des wihrend 24 Stunden ausgeschiedenen Stickstoffs 
war 112 mg gleich oder 32 mg pro 100 g Kérpergewicht. Die Werte des 
mit dem Harn ausgeschiedenen Stickstoffs (auBer dem Versuch 9) waren 
in den Versuchen 7, 8 und 11 (siehe Tabelle II) der Menge des mit der 
Nahrung eingefiihrten Stickstoffs direkt proportional (siehe Tabelle I). 

Die durchschnittliche Menge des Vakats-O bildete wahrend 
24 Stunden 3,81 mg pro 1 mg Harn-N. Die Menge des unausgenutzten 
Stickstoffs machte 50,5°% aus (siehe Tabelle IV). Die Anfangsperiode 
der Skorbutentwicklung wahrte 10 Tage, vom 3. bis 13. Dezember 1934. 
Das Gewicht betrug zu Beginn dieser Periode 393,9g, am Ende 
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402,6. Das Tier nahm regelmabig an Gewicht zu. Die Mittelwerte des 
wahrend 24 Stunden eingefiihrten Stickstoffs betrugen 924 mg. Mit 
Harn und Kot wurden durchschnittlich wahrend 24 Stunden 373 mg 
ausgeschieden. Die Ausscheidung des Harn-N war wahrend 24 Stunden 
94 mg oder 24 mg pro 100 g Kérpergewicht. Im Vergleich zur Kontroll- 
periode liBt sich eine allmahliche Verminderung der N-Ausscheidung im 
Harn beobachten (bei bedeutendem Anstieg der mit der Nahrung ein- 
gefiihrten N-Menge, siehe Tabelle IV). 

Der O/N-Koeffizient ist in der Anfangsperiode der Krankheit 
bedeutend héher (6,51) als in der Kontrollperiode (3,96). In der An- 
fangsperiode nimmt das Versuchstier an Gewicht regelmaBig zu, wird 
jedoch zu Ende dieses Zeitabschnitts weniger beweglich und die Backen 
scheinen etwas angeschwollen. 

Das nachste Entwicklungsstadium des Skorbuts, welches von uns 
als ,,Periode der vollkommenen Skorbutentwicklung” bezeichnet wurde, 
verlief beim Meerschweinchen Nr. 8 vom 10. bis 17. Tage des Skorbut- 
regimes (vom 13. bis 19. Dezember 1934). Wahrend dieser Zeit betrug 
in 24 Stunden die Menge des eingefiihrten Nahrungs-N 544 mg; der 
Stickstoff wurde mit Harn und Kot in einer Menge von 270 mg aus- 
geschieden. Die N-Ausscheidung mit dem Harn betrug wahrend 
24 Stunden durchschnittlich 105mg oder 39mg pro 100g K6rper- 
gewicht in 24 Stunden. Vergleicht man diese Daten mit denen der An- 
fangsperiode der Skorbutentwicklung, so findet man einen geringen 
Anstieg der Harn-N-Ausscheidung bei einer Verringerung der mit der 
Nahrung eingefiihrten N-Menge. 

Wahrend dieser Periode laBt sich eine regelmaBige Gewichtsabnahme 
beim Versuchstier beobachten. Objektiv kann eine geringere Be- 
weglichkeit und eine gréBere Anschwellung der Backen vermerkt werden. 
Wahrend der gemischten Periode, die am 17. Tage der Erkrankung be- 
ginnt und ein partielles Hungern des Versuchstieres einschlieBt, bekam 
das Tier mit der Nahrung 646 mg Stickstoff (wahrend 24 Stunden). Die 
N-Ausscheidung mit Harn und Kot betragt in 24 Stunden 147,5 mg, die 
N-Ausscheidung des Harns ist 102 mg in 24 Stunden oder 37 mg pro 
100 g Kérpergewicht. Die N-Bilanz ist somit stark negativ. 

Der O/N-Koeffizient ist teilweise bedeutend vermindert, was auf 
eine starke Zunahme der Oxydationsvorginge hinweist. Ein gewisser 
Anstieg des O/N-Koeffizienten trat am 21. bis 22. Tage des Skorbuts auf. 

Die Sektion ergab: Unterernahrung. Geringe Fettablagerungen in der 
Nierengegend vorhanden. Knochensystem: starke Verdickungen an Stellen, 
wo Rippenbein und -knorpel miteinander verwachsen (Rosenkranz). 

Das Hiiftbein, bedeutend diinner als in der Norm, laBt sich leicht mit 
der Schere durchschneiden. Die Wurzelzihne kénnen bequem mit der 
Pinzette aus den Zahnhdhlen entfernt werden, sie bréckeln leicht. Die 
Zahnkronen sind fast schwarz. Der Unterkiefer weist gro8e Blutungen in 
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der Knochenhaut auf, bréckelt leicht beim Beriihren mit der Schere. Die 
Kniegelenke sind stark verdickt und gelblich gefarbt. Im Muskelgewebe 
der Vorder- und Hinterbeine einzelne Blutungen (besonders in den Hiift- 
muskeln). GroBe Blutungen im Unterhautzellgewebe der Vorderbeine. 
Lungen und Leber normal. Die Nebennieren sind sichtlich vergréBert. 
Das Gewicht beider Nebennieren betragt 0,465 g. 

Auf diese Weise zeigt das eingehende Studium der Versuchs- 
ergebnisse, daB die bei beiden Meerschweinchen beobachteten Ver- 
anderungen fast gleich verliefen. Die verschiedenen Perioden in der 
Ausscheidung und die Zuriickhaltung des Stickstoffs wahrend des 
experimentellen Skorbuts bei jungen, wachsenden Meerschweinchen 
sind deutlich ausgepragt. Somit werden die von H. Ship und S. Zylva 
angegebenen verschiedenen Perioden im Laufe des Skorbuts von uns 
nicht nur bestatigt, sondern sie kénnen noch genauer im Sinne des 
Stickstoffumsatzes bezeichnet werden. 


Jarussowa gibt an, daB sich in der 1. und 7. Periode (Anfangs- 
periode und gemischte Periode nach unserer Bezeichnung) eine negative 
Stickstoffbilanz beobachten léBt. In unseren Versuchen konnten wir 
bei beiden Meerschweinchen bloB in der letzten von uns als ,,gemischte“ 
bezeichneten Periode eine negative N-Bilanz feststellen. Die Menge des 
mit dem Harn ausgeschiedenen Stickstoffs ist in dieser Periode geringer 
als bei der Kontrolle. Die Menge des auf 100g Korpergewicht aus- 
geschiedenen Stickstoffs ist beim Meerschweinchen Nr. 7 geringer als in 
der Kontrollperiode (und zwar 31 mg und 40 mg; siehe Tabelle I). Beim 
Meerschweinchen Nr. 8 sind die Werte des Harn-N in der gemischten 
Periode etwas héher als in der Kontrollperiode und zwar 37,0 und — 32 
(siehe Tabelle II). In der Anfangsperiode laBt sich jedoch ebenso wie 
beim Meerschweinchen Nr. 7 eine erhebliche Verringerung der mit dem 
Harn ausgeschiedenen N-Menge beobachten. 

Die Zusammenstellung der von uns gewonnenen Ergebnisse er- 
moglicht es, folgende Schliisse zu ziehen: 

1. Der EiweiBumsatz beim Skorbut verlauft unregelmaBig. 

2. In der Entwicklung des Skorbuts, der durch Skorbutkost (aus 
im Autoklaven erhitzten Heu, Hafer und teilweise aus entsprechend 
vorbehandelten Mohrriiben am 22. Tage dieses Regimes bestehend) 
hervorgerufen wird, kénnen folgende Perioden beobachtet werden: 


a) Die Anfangsperiode der Skorbutentwicklung, die nach Ubergang 
zur Skorbutkost beginnt und 7 bis 10 Tage umfaBt; in dieser Zeit nehmen 
die Meerschweinchen an Koérpergewicht regelmaBig zu, die Ausscheidung 
des Harn-N in 24 Stunden vermindert sich (bei Zunahme des mit der 
Nahrung eingefiihrten Stickstoffs); der Oxydationskoeffizient oder die 
Menge des zur Oxydation der nicht véllig oxydierten Harnprodukte 
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notwendigen Sauerstoffs, zur Einheit des ausgeschiedenen Harn-N 
berechnet (O/N), nimmt stark zu. 

b) Die zweite Periode, die Periode der vollkommenen Skorbut- 
entwicklung, halt 6 bis 7 Tage (vom 8. bis 1]. Tage der Skorbutkost) an. 

In dieser Zeit nehmen die Meerschweinchen an K6rpergewicht 
regelmaBig ab. Die Menge des Harn-N nimmt im Vergleich zur vorher- 
gehenden Periode stark zu bei verminderter Nahrung = N-Gabe (was 
besonders scharf beim Meerschweinchen Nr. 7 ausgepragt ist 55 mg 
im Vergleich zu 26,5 der Anfangsperiode); siehe Tabelle. 

Der O/N-Koeffizient bleibt ebenso hoch. Bei geniigender Ver- 
abreichung von Stickstoff bleibt die N-Bilanz positiv. 

Der Allgemeinzustand des Versuchstieres verschlimmert sich zu- 
sehends. 

c) Die gemischte Periode der Skorbutentwicklung (und des 
partiellen Hungerns) vom 10. bis 17. Tage nach Ubergang zur Skorbut- 
kost ist durch negative N-Bilanz und starke Abnahme an Korpergewicht 
gekennzeichnet, am 22. bis 23. Tage nach Ubergang zur Skorbutkost 
erliegt das Versuchstier dem stark ausgepragten Skorbut. 
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Bestimmung 
kleiner Mengen Pyridin neben Nicotin und Ammoniak. 
Von 
Ladislaus Barta. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen.) 


(Eingegangen am 25. Mdrz 1935.) 


Fir die Bestimmung kleiner Mengen Pyridin steht die Methode 
von Kulikow und Krestowosdwigenskaja (1) allein in der Literatur. 

Diese Methode beruht auf der von Kénig (2) entdeckten Reaktion, 
da aus Pyridin infolge der Wirkung von Bromeyan und irgendeinem 
cyclischen primaéren Amin stark gefairbte Stoffe entstehen. Die Farbung 
variiert nach der Qualitat des Amins von Gelb bis Violett. Die Entstehung 
des Farbstoffs ist eine ziemlich komplizierte Reaktion, deren Mechanismus 
noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Die erwaihnten Autoren haben diese 
Reaktion mit Anwendung von Anitlin als die geeignetste gefunden, da aber 
die entstandene gelbe Farbung in wasserigen Lésungen nicht der Pyridin- 
konzentration proportional ist, wird der Farbstoff mit Amylalkohol aus- 
geschiittelt und die amylalkoholischen Lésungen im Kolorimeter zum 
Vergleich verwendet. Der Gebrauch des Amylalkohols ist unbequem, 
da er wegen seines Pyridingehaltes immer gereinigt werden mu8, und 
auch deshalb, weil die Amylalkoholdimpfe auf die Atmungsorgane 
schidlich wirken und Husten sowie schweres Atmen verursachen. Um 
diese iible Wirkung des Amylalkohols bei den Pyridinbestimmungen zu ver- 
meiden, versuchte ich, ein Amin zu finden, dessen Anwendung eine der 
Konzentration proportionale Farbung auch in wasseriger oder verdiinnter 
alkoholischer Lésung liefert. 

Unter den untersuchten Aminen wurde als das geeignetste das 
B-Naphthylamin gefunden, welches in 96° igem Weingeist gelést zur 
Reaktion verwendet wird. Gibt man die alkoholische B-Naphthylamin- 
lésung zu der mit Bromeyan vermischten Pyridinlésung, so entsteht 
anfangs eine Orangefarbung, die nach einigen Stunden in Rot iibergeht 
(das Reaktionsgemisch enthalt etwa 50°, Alkohol). Diese Farbung ist 
der Pyridinkonzentration proportional und Andert sich kaum nach 
mehreren Tagen. Die Versuche erwiesen, daB eine 0,2 ° ige B-Naphthyl- 
aminlésung die besten Resultate gibt; die Reaktion ist sehr empfindlich, 
da das Pyridin in einer Verdiinnung von 1: 1,000,000 noch ohne 
Schwierigkeiten bestimmbar ist. 

Mit reinem Pyridin wird die Bestimmung folgendermaBen durch- 


gefiihrt. 


Erforderliche Lésungen: 

1. Bromeyanlésung. Zum gesittigten Bromwasser wird bis zur Ent- 
farbung tropfenweise 10%ige KCN-Lésung zugesetzt und die entfirbte 
Lésung fiinffach verdiinnt; die KCN-Lésung mu8 unbedingt frisch sein. 
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2. Naphthylammlésung. 0,2 g (-Naphthylamin wird in 96%igem 
Alkohol gelést und mit Alkohol auf 100 cem aufgefiillt. Die Lésung ist nicht 
jange haltbar. 

3. Pyridinvergleichslésung. Aus frisch abdestilliertem Pyridin wird eine 
wasserige Lésung bereitet, die je cem 0,1 mg Pyridin enthalt. 

Zu 5ecem Pyridinlésung (mit einem Pyridingehalt von 0,01 bis 0,3 mg) 
wird leem BrCN-Lésung zugefiigt, geschiittelt, sofort 5cem ~-Naphthyl- 
aminlésung zugesetzt' und die gut zusammengeschiittelte Lésung nach 
2 bis 3 Stunden im Kolorimeter verglichen. 

In der Tabelle I werden einige Resultate mitgeteilt, die eine befriedigende 
Ubereinstimmung zeigen. 








Tabelle I. Bestimmung reinen Pyridins. , 
Abgewogen Gefunden | Wiedergefunden | Abgewogen Gefunden Wiedergefunden 
Pyridin Pyridin Pyridin Pyridin Pyridin Pyridin 
mg mg 9/9 mg mg 9/9 
0,010 0,010 100 0,100 0,100 100 
0,025 0,0255 102 (0,250 0,248 99,2 
0,050 0,050 100 0,300 0,303 101 
0,075 0,735 98 


Mit reiner Pyridinlésung geht die Bestimmung glatt vonstatten, 
wenn aber die Lésung auBer Pyridin noch Ammoniak enthalt, ent- 
steht keine rote, sondern eine orange bzw. gelbe Farbung. Wenn 
die Lésung auch in kleinen Mengen Saéure (auch Essigsaiure) enthalt, 
bleibt die Lésung rot, jedoch wird die Fiarbung mit wachsenden 
Mengen Saure allmahlich schwacher. Eine Neutralisation der Lésung 
hilft auch nicht und es muB betont werden, daB die Reaktion nur in 
einer Lésung gelingt, die eben nur Pyridin enthalt. Nicht nur das 
Pyridin, sondern auch das Nicotin gibt mit Bromeyan und B-Naphthyl- 
amin eine Farbung, welche aber gelblich und viel schwacher ist, als die 
mit Pyridin. Ist das Nicotin in gleichen Mengen vorhanden wie das 
Pyridin, stért es kaum, wenn aber die Lésung gréBere Mengen von 
Nicotin enthalt, mu8B das Pyridin auch vom Nicotin getrennt werden. 

Zur Trennung des Pyridins vom Nicotin hat Thoms (3) eine Methode 
ausgearbeitet, nach welcher die Nicotin und Pyridin enthaltende Lésung 
mit Essigsiiure angesiiuert und im Wasserdampfstrom destilliert wird; das 
Pyridin geht iiber, Nicotin und Ammoniak bleiben zuriick. Diese Methode 
hat den Fehler, daB die Trennung unscharf ist: wahrend der Destillation 
geht ein Teil der Essigsiure langsam iiber, die Lésung wird nicht den ur- 
spriinglichen Sauregehalt haben und schlieBlich destilliert auch ein Teil 
des Nicotins iiber. Deshalb wurde die Methode von Mach und Sindlinger (4) 
so geandert, daB zur destillierenden Lésung kontinuierlich Essigséure zu- 
geleitet wird; damit konnte erreicht werden, daB die Aziditat der Lésung 


1 Die mit BrCN vermischte Lésung mu gut geschiittelt und die 
fB-Naphthylaminlésung sofort hinzugesetzt werden, weil es sonst leicht 
vorkommt, daB die Farbung nicht dem Beerschen Gesetz folgt. 
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wahrend der ganzen Destillation konstant bleibt und vom Nicotin nichts 
iibergeht. Die Menge des Pyridins wird dann nach einer zweiten Destillation 
titrimetrisch bestimmt. 

Fir die Methode wesentlich ist die Einhaltung einer schwach sauren 
Reaktion, bei der das Pyridin noch iiberdestilliert, das Ammoniak und 
das Nicotin aber — die stairkere basische Eigenschaften besitzen — 
gebunden bleiben. Wenn man statt der fliichtigen Essigsiure eine 
Pufferlésung von entsprechender H-Ionenkonzentration benutzt, kann 
man die scharfe Trennung des Pyridins von Ammoniak und Nicotin 
besser erreichen. Zu diesem Zweck wurde eine Citratpufferl6sung vom 
pu 3,0 als die geeignetste gefunden (4 ccm 0,1 mol. Dinatrium- 
citrat + 6cem n/10 HCl). Von diesem Puffer wird das halbe Volumen 
der Pyridin, Nicotin und Ammoniak enthaltenden Lésung zugesetzt 
und im Wasserdampfstrom destilliert. Das Pyridin destilliert quanti- 
tativ tuber, Nicotin und Ammoniak bleiben aber im Kolben zuriick. 
Kine Kontrollbestimmung hat gezeigt, daB sich im Destillat von 30 ccm 
Lésung, die 20 mg Nicotin und Ammoniak enthalt und nach Zusatz 
von l5cem Pufferlésung im Wasserdampfstrom destilliert wird 
(120 ccm), keine Spur von Nicotin und Ammoniak nachweisen 1aBt. 

Die Bestimmung des Pyridins wird auf Grund des bisher Gesagten 
folgendermaBen ausgefiihrt: von der zu untersuchenden Lésung wird 
so viel verwendet, da der Pyridingehalt nicht mehr als 3 mg betragt; 
wenn die Lésung sauer oder alkalisch ist, neutralisiert man sie in Gegen- 
wart von Methylrot, spiilt mit dem halben Volumen einer Pufferlésung 
in den Destillierkolben eines Parnas-Wagnerschen Apparates und 
destilliert in einen 50 ccm MeBkolben bis zur Marke. Vom Destillat 
werden 5 ccm herauspipettiert, 1 com BrCN-Lésung und sofort 5 ccm 
f-Naphthylaminlésung zugesetzt, gut geschiittelt und nach 2 bis 
3 Stunden in einem guten Kolorimeter mit Standardlésungen ver- 
glichen. , 

Die Tabelle Il zeigt einige Resultate solcher Bestimmungen i 
Lésungen, die neben Pyridin 10 bis 20fach mehr Nicotin und Ammoniak 
enthielten. 

Tabelle II. Bestimmung von Pyridin in Gegenwart von Nicotin 
und Ammoniak. 








Abgewogen | Gefunden | Wiedergefunden | Abgewogen || Gefunden Wiedergefunden 
Pyridin Pyridin | Pyridin Pyridin Pyridin Pyridin 
mg mg _%o 3 mg %lo 
0,010 0,010 100 0,075 || 0,0741 98,9 
0,025 0,026 104 0,190 | 0,0985 98,5 
0,050 0,0492 98,4 0,200 0,201 100,5 


Das Pyridin JaBt sich neben Nicotin (nicht aber, wenn auch Ammo- 
niak vorhanden ist) auch so bestimmen, da das Nicotin mit Silicowol- 
framsaure gefallt, das Filtrat destilliert [Mach und Sindlinger (4)] und 
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im Destillat die Menge des Pyridins kolorimetrisch bestimmt wird. 
Obwohl auch Pyridin mit Silicowolframsaure eine Fallung gibt, ist die 
Trennung doch méglich wegen der Unempfindlichkeit des Pyridins 
gegen dieses Reagens. Eigene Untersuchungen haben gezeigt, daB eine 
wasserige Lésung, welche 0,5°% HCl und weniger als 26 mg Pyridin in 
100 cem enthalt, mit Silicowolframsaéure keine Reaktion gibt. Wenn 
nun die Pyridin und Nicotin enthaltende Lésung so verdiinnt wird, daB 
sie weniger Pyridin als 26 mg in 100 cem enthalt, fallt mit Silicowolfram- 
sdure nur das Nicotin aus. Die vom Niederschlag filtrierte Lésung 
wird dann nach Alkalizusatz destilliert und im Destillat die kolori- 
metrische Pyridinbestimmung ausgefiihrt. 

Einige nach diesem Verfahren vorgenommener Bestimmungen 
zeigt Tabelle III (die Lésungen enthielten 10 bis 20fach mehr Nicotin 
als Pyridin). 


Tabelle II. Bestimmung von Pyridin in Gegenwart von Nicotin. 





Abgewogen Gefunden Wiedergefunden | Abgewogen Gefunden | Wiedergefunden 
Pyridin | Pyridin Pyridin Pyridin Pyridin | Pyridin 
mg mg 9/6 mg mg 0/5 
0,040 0,086 | 9) 0,200 0,192 96 
0,080 0,075 93,6 0,300 0,284 | 94,6 
0,100 0,096 96 





Da aber die Destillation mit Pufferlésungen rascher und einfacher 
geht und einwandfreiere Resultate liefert, wird die Trennung des 
Pyridins mit Silicowolframsaure nur in solchen Fallen verwendet, wo die 
Destillation der Pufferlésung aus irgendeinem Grunde nicht méglich ist. 


Zusammenfassung. 

1. Die Farbung, die aus Pyridin durch die Wirkung von BrCN und 
B-Naphthylamin entsteht, ist fiir die Bestimmung sehr kleiner Mengen 
Pyridin (1: 1,000,000) geeignet. 

2. Aus der in Gegenwart von Citratpuffer (py — 3) destillierten,’ 
Pyridin, Nicotin und Ammoniak enthaltenden Lésung, geht im Wasser- 
dampfstrom nur das Pyridin tiber und laBt sich im Destillat bestimmen. 

3. Wenn eine Lésung neben Pyridin nur Nicotin enthalt, 1aBt sich 
die Bestimmung des Pyridins auch so durchfiihren, daB das Nicotin in 
einer bestimmten Verdiinnung mit Silicowolframsaure gefallt, das 
Filtrat nach Alkalisierung destilliert und im Destillat die Menge des 
Pyridins kolorimetrisch bestimmt wird. 
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Uber chemische Giruppen der Proteine, die Affinititen 
zu Polysacchariden besitzen. 
Von 
St. J. von Przylecki. 
Untersuchungen mit organischen Lésungsmitteln. 
Von 
H. Rafalowska *. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitit Warschau.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1935.) 


Durch die Untersuchungen von v. Przytecki und Mitarbeitern! 
ist die Existenz von Polysaccharoproteiden nachgewiesen. Die Ver- 
bindungen zwischen Proteinen und Polysacchariden kénnen nicht 
einheitlich aufgefaBt und erkliart werden. v. Przylecki? unterscheidet 
zwei Verbindungsarten. Die erste ist eine salzartige Verbindung, die 
zwischen den Kationen der Proteine (NH;) und der PO--Gruppe 
der phosphorhaltigen Polysaccharide zustandekommt. Eine zweite 
Art derartiger Verbindungstypen bildet sich zwischen bestimmten 
Proteinen, wie Casein, Myosin und Globulinen mit Polysacchariden. 
Diese Symplexe werden entweder mit allen Polysacchariden gebildet, 
wobei die Reaktion oberhalb des I. P. liegt, oder es treten nur P-freie 
Polysaccharide in Reaktion. Diese Art von Symplexen ist nicht 
heteropolarer, salzartiger Natur; sie kommt also nicht zwischen Anionen 
und Kationen zustande. 

In dieser Mitteilung wollen wir die zweite Bindungsart naher ana- 
lysieren, indem wir die beteiligten Gruppen der Proteine bestimmen. Die 
Analyse der reagierenden Gruppen der Polysaccharide soll auBer Be- 
tracht bleiben. Die Méglichkeiten von Verbindungsarten sind theo- 
retisch dank der Mannigfaltigkeit der im Protein anwesenden Gruppen 
sehr groB3, 

3 Ohne auf die Rolle der einzelnen Gruppen der Polysaccharide ein- 
zugehen, miissen wir gleich darauf aufmerksam machen, da8 die Bindung 
keine kovalenzartige ist, wie dies von Neuberg* und von Huler® fiir die 
Reaktion zwischen Aminoséuren und Hexosen nachgewiesen werden 
konnte. Als Arbeitshypothese wurde angenommen, daB zwischen den 


* Vorgetragen auf der Sitzung.der Warschauer Wissensch. Ges. am 
28. Februar 1935. 

1», Przylecki u. Majmin, diese Zeitschr. 240, 98, 1931; v. Przylecki u. 
Dobrowolska, ebenda 245, 388, 1932; v. Przylecki u. Grynberg, ebenda 248, 
16, 1932; v. Przytecki, Mystkowski u. Niklewski, ebenda 262, 260, 1933. 
2». Przytecki u. R. Majmin, ebenda 271, 78, 1934. — * Vgl. v. Przylecki, 
diese Zeitschr. 255, 393, 1932. 4 C0. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 
162, 496, 1925; 174, 464, 1926; 179, 451, 1926. — ° H. von Euler, Josephson 
u. Brunius, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 1926; 155, 1926; 161, 1926. 
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Polysacchariden und bestimmten Proteingruppen valenzartige Molekiil- 
verbindungen entstehen. Um diese Hypothese zu priifen, wurden in 
unseren Versuchen verschiedene organische Lésungsmittel gewahlt, 
die eine bestimmte, im Protein anwesende Gruppe enthalten. Die 
Adsorbierbarkeit des P-freien Dextrins an der Grenzfliche Lésungs- 
mittel/wasserige Dextrinlésung wurde bestimmt. 

Die erhaltenen Resultate bewiesen, daB bei dem Zustandekommen 
von Polysaccharoproteiden die Aminogruppe eine besondere Rolle 
spielt. Viele von den untersuchten Stoffen gaben keine oder eine so 
geringe Adsorption, da eine Funktion bestimmter Gruppen beim Ent- 
stehen von Polysaccharoproteiden auszuschalten ist. 


Methodik. 


Verschiedene fliissige oder feste organische Stoffe, deren Léslichkeit in 
Wasser gering ist, wurden mit einer 0,1 bis 0,3 oder 1° igen Dextrinlésung 
(Merck) bei verschiedenem py geschiittelt. Gew6hnlich wurden 10 bis 30 cem 
des Stoffes mit 50 cem Dextrinlésung 2 bis 3 Stunden auf eimer Schiittel- 
maschine (etwa 100 Touren pro Minute) in Scheidetrichtern bei 20° ge- 
schiittelt. Zwei Kontrollen dienten dazu, um die Ausgangskonzentration 
der Kohlenhydrate zu ermitteln. Nach dem Schiitteln wurde der Inhalt 
eines Teiles der Trichter sofort durch Filtrierpapier oder Bichner-Nutschen 
filtriert. Der Inhalt der anderen Trichter blieb 12 bis 24 Stunden stehen, 
erst dann wurde die wasserige Lésung abgetrennt. 


Die Kohlenhydrate wurden entweder nach der Hydrolyse mit HCl 
nach Bertraid oder ohne etwaige Hydrolyse polarimetrisch bestimmt. Das 
pu war durch Zugabe von n/10 NaOH oder HCl zu der Dextrinlésung 
gewechselt. 


Ergebnisse. 


Die erhaltenen Resultate sind in den Tabellen I und I] zusammen- 
gestellt. Tabelle I bringt das Material derjenigen Versuche, in denen die 
Dextrine nach Bertrand bestimmt waren. Die Tabelle Il faft die polari- 
metrisch erhaltenen Ergebnisse zusammen; sie sind auf diejenigen Systeme 
beschrankt, in welchen die Reduktionsmethoden aus bekannten Griinden 
nicht anwendbar waren. Dies betrifft in erster Linie die Systeme mit 
Aminen, die teilweise in Wasser léslich sind und die mit der bei Hydrolyse 
entstandenen Glucose in Verbindung treten. In einigen Fallen wurde 
gleichzeitig die Bertrandsche Methode angewandt, um die Bindung von 
Anilin oder Toluidin mit Dextrinen zu bestimmen. Eine Kontrolle, und 
zwar mit dem Anilin oder Toluidin ausgeschiittelten Wasser Dextrin, 
diente dazu, den erwahnten Fehler auszuschalten. Besondere Versuche 
zeigten, da die Dextrine die Léslichkeit des Anilins nicht vergr6éBern. 


Besprechungen. 

1. Von den untersuchten Stoffen ist nur bei einer sehr begrenzten 
Anzahl eine nachweisbare Adsorption des Dextrins beobachtet worden. 
Sc-wohl aliphaiische als aromatische Kohlenwasserstoffe — wie Ligroin, 
Hexan, Paraffine — ferner Cyclohexan, Benzol und Toluol gaben ein 
negatives Resultat. Die mit polaren Gruppen behafteten Stoffe ver- 
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hielten sich sehr ver- 
schieden. Nur ein kleiner 
Teil davon zeigte eine 
stetig positive, gut nach- 
weisbare Adsorption. So- 
wohl Nitrobenzol, Chloro- 
form, Amylalkohol, Butter- 
siure-Athylester als Acet- 
anilid gaben sehr geringe 
Abweichungen, die meisten- 
teils als in den Grenzen der 
Versuchsfehler liegend auf- 
gefaBt werden k6énnen. 
Sichere Abweichungen von 
dem Verhalten der erwaihn- 
ten Stoffe geben Olivendl, 
vielgeringeredie Oleinsaure. 
Interessanterweise adsor- 
biert das Tributyrin nur 
sehr wenig. Eine besonders 
groBe Adsorptionsfahigkeit 

weisen die Amine wie Anilin, 
a. |. een ; Toluidin und Heptylamin 

coocooocoeooco | auf. 
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Alkalische Lisungen. 
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** Die Berechnung wurde durch den Unterschied zwischen Dextrin + 
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2. Die angegebenen 
Tatsachen kénnen uns als 
ein Orientierungsbild iiber 
die Rolle der einzelnen 
Gruppen der Proteinteil- 
chen bei dem Zustande- 
kommen der Polysaccharo- 
proteide dienen. 


PH 3-65 





Abweichung von der Kontrolle in ccm K MnO, bedeutet positive Adsorption * 


Saure Lisungen. 


a) Die apolaren, lipo- 
philen Gruppen — die Reste 
der Monoamino - monocar- 
bonséuren — kénnen, wie 
wir meinen, ausgeschaltet 
werden. 

b) Auch die OH-Grup- 
pen des Serins, Oxyprolins 
oder der Oxyglutaminsaure 
spielen wahrscheinlich keine 
gréBere Rolle. 


1,0°/9 des in der Kontrolle verbrauchten K MnQ,. 


Dextrin + Wasser, das mit Anilin geschiittelt wurde, ausgefiihrt. 


. 


Angewandter organischer Stoff 
* 0,3 com 





M. Toluidin ** 


Nitrobenzol . 
Tributyrin 
Acetanilid ** 
O. Toluidin ** 
Anilin** . 


hloroform . 
Olivenél 


Benzol . 
Toluol . 
Oleinsaure 


( 


Amylalkohol 
Cyclohexan . 


Ligroin 
Hexan 
Paraffine . 





Proteine und Polysaccharide. 


Tabelle II. 





Polarimetrische Bestimmungen in 2-dm-Rohren, 20°, 
Dextrin, 0.3%. pa 7 . . 0,98 0,96 0,95 0,93 
Dextrin + Anilin .... 0,86 0,80 0,80 0.79 
| SE eg eee 0,12 0,16 0,15 0,14 


Peetein, 2g. ese 3,20 2,77 3.19 2,76 
Dextrin+ Anilin .... 2,94 2.60 2.95 2,56 
: Ee ee eae 0,26 0,17 0,24 0,20 


pee a 2,77 2,76 
Dextrin + Octylamin . . 2,41 ; 
PA, PAR NINA 0,36 


c) Die CON H-Gruppe kann nicht als die die Bindung bestimmbare 
angesehen werden. 

d) Die Carboxylgruppe ist vielleicht bei der Reaktion beteiligt. 
Ihre Rolle kann aber, wie aus unseren Versuchen folgt, noch nicht 
als sicher bekannt aufgefaBt werden. 

e) Als ein positives Resultat unserer Untersuchungen kann der 
Nachweis der groBen Bedeutung der NH,-Gruppen bei dem Zustande- 
kommen der Polysaccharoproteide gelten. Sowohl die Untersuchungen 
mit aromatischen als auch mit aliphatischen Aminen zeigten eine groBe 
Adsorptionsfahigkeit der freien Dextrine aus alkalischen Lésungen. Die 
angegebenen Beweise fiir die Rolle der Aminogruppe kénnen selbst- 
verstandlich nur als eine Vorstufe fiir weitere Untersuchungen iiber 
dieses Problem betrachtet werden. Sie beweisen nicht, daB nur die 
Aminogruppen an der Reaktion teilnehmen, sie rechtfertigen auch nicht 
die Annahme, daB alle freien Aminogruppen im Proteinteilchen eine 
derartige Fahigkeit besitzen. 

Die von uns untersuchten Stoffe weichen so sehr von den Kompo- 
nenten der Proteine und den Resten der gebundenen Aminosauren ab, 
dai auch Schliisse aus den negativen Resultaten nur mit Vorsicht 
gezogen werden kénnen. So bleibt noch besonders die Rolle der CON H.-, 
COOH- und OH-Gruppen der aromatischen Aminosiuren ganz 
unbestimmt. Das trifft noch im gréBeren MaBe fiir die Thio-, SH- oder 
S—S-Gruppen zu, die in den Kreis unserer Untersuchungen nicht ein- 
bezogen wurden. Wir glauben jedoch, daB sich aus unseren Unter- 
suchungen der SchluB ziehen laBt, daB die apolaren Gruppen keine Rolle bei 
der Entstehung der Polysaccharoproteide spielen; vielmehr ist die 
NH,-Gruppe ohne Zweifel bei der Entstehung der erwahnten Kom- 
plexe beteiligt. 

3. Interessanterweise wird die Saccharose an den Amin-ober- 
flachen nicht adsorbiert. 





Polysaccharoclupeine. 
Von 
St. J. von Praylecki und R. Majmin. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1935.) 


Reines Clupein liefert bei der. Hydrolyse nur eine geringe Anzahl 
von Aminoséuren. Das Vorwiegen von Arginin macht dieses Protein zu 
einem besonders giinstigen Objekt fiir Untersuchungen iiber die Rolle 
des Arginins bei der Bildung von Polysaccharoproteiden. Nach Kossel, 
teilweise nach Schmiedeberg bereitetes Clupeinsulfat diente als Objekt. 
Sein N-Gehalt entsprach dem theoretischen, berechnet nach der Analyse 
von S und N. Das Praparat gibt beim I. P. nur geringe Ausfallung. 

Geléstes Clupein (1°%ige Lésung) wurde mit Lésungen von ver- 
schiedenen Kohlenhydraten, und zwar Starke, Glykogen, Dextrin, 
Raffinose und Saccharose vermischt und in verschiedener Weise aus- 
gefallt. In vielen Fallen gelang es, durch bloBes alkalinisieren der 
Mischung mit NaOH bis py etwa 9 eine voluminése Fallung zu erhalten. 
Die Austallung kommt bemerkenswerterweise nicht nur mit Amylo- 
clupein, sondern auch mit Glykogenoclupein und Dextrinoclupein 
zustande. Nur mit Bi- oder Trisacchariden konnte keine geniigende 
Ausfallung erreicht werden. Die Niederschlige entstehen in Mischungen 
von Clupein mit Starke, Dextrin oder Glykogen bei solchen H-lonen- 
konzentrationen, bei denen keine oder fast keine Ausfaillung von Clupein 
allein und keine Verminderung des Dispersionsgrades der Polysaccharide 
allein beobachtet wurde. 

Dies wurde durch besondere nephelometrische Priifung nach- 
gewiesen. Der Niederschlag kann somit nicht als eine Mischung des 
ausgefillten Symplexes und einer mitgerissenen Komponente angesehen 
werden. Die Ausfallung ist nur durch die Bindung zwischen Clupein 
und dem Polysaccharid entstanden und erméglicht worden. 

Der abzentrifugierte Niederschlag wurde drei- bis viermal mit NaOH- 
Léosung, pra 9,5, gut ausgewaschen, getrocknet und durch Bestimmungen 
von N (nach Parnas-Heller) und Polysaccharid (Mikro-Pfliiger nach 
v. Przytecki) seine Zusammensetzung ermittelt. Die Niederschlage sind 
besonders im Falle von Dextrino- oder Glykogenoclupein leicht in n/100 
bis n/10 HCI léslich. 

Alle so dargestellten Pulver enthalten sehr viel Polysaccharid (Ta- 
belle I). Das Amyloclupein enthalt z. B., wenn gleiche Volumina von 1°%, 
Clupein und 1°, Starke gemischt werden, 82 bis 90°, Polysaccharid. 
Dasselbe trifft fiir Glykogenoclupein zu, bei dem auch etwa 80% des Nieder- 
schlags aus Glykogen bestehen. Das Dextrinoclupein, das besonders inter- 
essant wegen des Mangels von P im Polysaccharidanteil ist, wurde bei 





Polysaccharide. 


Tabelle I. 





ao Das Polysaccharid bildet 
System °/, des Niederschlags 
100 ecm 1° /iges Clupein + 109 cem 1°/gige Starke Merck 81 80 82 81 
ie ae aR GO ay - p 80 83 8t 81 
ig Beg ; +200 , 2, * 3 81 84 80 
a See +100 , 1 , Glykogen 80 79 


verschiedenen Dextrin- und Clupeinkonzentrationen untersucht. Das 
Pulver enthalt etwa 70°, Dextrin. Das Verhaltnis der Komponenten ist 
2,33: 1. Die Molgewichte sind 6000 (Dextrin) und 2700 (Clupein, Minimal- 
wert), ihre Verhaltnisse wie 2,2: 1. Es macht den Eindruck, als ob ein 
Symplex D,K, entsteht. Bei sehr groBem DextriniiberschuB (gleiche 
Volumina von 6°, Dextrin und 0,5 °, Clupein) und mehr alkalischer Lésung 
entstanden Symplexe, die 85°, Dextrin enthalten. Bei diesen Komplexen 
entfallt auf ein Clupein mehr als ein Dextrin. Bei Glykogeno- und Amylo- 
clupeinen kénnen wir annehmen, daf der Symplex eine Konstitution von 
P, K_, hat. 

Wenn fiir die Starke ein Molgewicht von 40000 und fiir das Clupein 
von etwa 3000 angenommen werden, wiirden auf ein Starketeilechen drei 
Clupeinteile entfallen. 

Die Werte des Molgewichts des Clupeins, besonders wegen der beob- 
achteten Opalisierung und Aggregierung bei hohem px, sind gewiB zu klein. 
Jedenfalls ist fiir das Dextrinoclupein die Annahme, daB jedes Mol des 
Clupeins direkt mit einem Dextrin verbunden wird, sehr wahrscheinlich. 

Die Untersuchungen tiber Dextrino-Guanidin beweisen, dab die 
einzelnen Dextrinteilchen nicht mit einer, sondern mit vielen (5 bis 6) 
NH,-Gruppen in Bindung treten kénnen. Somit ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB auch die Komponenten des Dextrinoclupeins durch 
viele Gruppen miteinander verbunden sind. 

‘s hatte die Gests Dextrin 

Es hatte die Gestalt oyypein , 

Der Nachweis einer Fahigkeit des Polysaccharids, durch viele 
Punkte mit Proteingruppen in Bindung zu treten, erweitert die Méglich- 
keiten der Entstehung von Symplexen mit vielen Verzweigungen, wo 
einzelne Clupein- wie Dextrinteilchen mit zwei, drei oder noch mehreren 
Dextrin- oder Clupeinteilchen in Verbindung treten, nach dem Schema 


Clupein Dextrin Clupein 


Dextiin Clupein Dextrin 
So kénnten dreidimensionale Komplexe mit micellarem Bau ent- 
stehen. Ob dies eine geniigende Ursache der Ausflockung der Komplexe 
ist, bleibt offen. Jedenfalls kann sie sicher als eine der Ursachen 


betrachtet werden. 

Im Gegensatz zu Systemen Polysaccharid—Clupein geben Mischun- 
gen von Clupein mit Bi- oder Trisacchariden keine geniigende Aus- 
fillungen. Bei Anwendung gr6éBerer Clupeinkonzentrationen  ge- 
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wonnene Niederschlige enthielten keine Kohlenhydrate. Im Pulver 
konnte weder nach Bertrand noch polarimetrisch oder nach Molisch die 
Anwesenheit von Zuckern nachgewiesen werden. Die Ausfallung 
bestand aus reinem Clupein (N-Bestimmung). 

Auch die Versuche, in denen Clupein + Saccharose oder Raffinose 
durch Alkohol bei hohen py und 40 bis 50%, Alkohol ausgefallt wurde, 
beweisen, dal zwischen Clupein und diesen Zuckern keine Affinitaten 
existieren. Auch hier erfolgt Ausfallung von reinem Clupein. Der 
Niederschlag aus Clupein + gut gereinigtem Dextrin, das durch 
Alkoholausfallung erhalten war, enthielt aber etwa 80° Dextrin, obwohl 
das gereinigte Dextrin allein nur bei ~ 90° Alkohol ausfallbar ist. 


Tabelle II. 





Sy Dextrin bildet °/, 
System des Pulvers 


50 cem 0,5°%/piges Clupein + 25cem 4°/giges Dextrin ees 
50 eee sess BO gs rd vy Fe Th 
50 0,5 + 50, 6 » (Px >10), 82 85 
50 + 25, 4 a 66,7 69 
50 50, 4, ef {| a 
50 +250 , 4 70, ae 


Wie bei vielen anderen Polysaccharoproteiden miissen wir bei 
Polysaccharoclupeinen zwei Bindungsarten unterscheiden. Zwischen 
Starke sowie Glykogen und Ciupein kann bei den Versuchs-py die 
Existenz von salzartigen Verbindungen nicht ausgeschlossen werden. 
Gleichzeitig beweisen aber die Versuche mit Dextrin, daB auBerdem 
noch eine andere Bindungsart eine groBe Rolle spielt. 

Welche Gruppen des Clupeins kénnen die zweite Bindungsart 
bedingen? Das Clupein, dessen chemische Zusammensetzung bekannt 
ist, enthalt nur einige der in Proteinen anwesenden Gruppen. Nach 
Kossel! enthalt Clupein Arginin, Serin, Prolin, Aminovalerianséure und 
Alanin. Nach den durch Rafalowska? ausgefiihrten Analysen kénnten 
die Reste von Aminovalerianséure, Alanin und teilweise von Prolin 
und Serin, beidem Entstehen von Dextrinoclupein keine Rolle spielen. 
Es bleiben die CO—NH-Bindungen sowie die NH,- und COOH- 
Gruppen der endstaindigen Aminosiuren und die vorherrschenden 
Argininreste, die etwa 60°, der reaktionsfihigen Gruppen ausmachen. 
Da die Rolle von —CON H— und COOH aweifelhaft ist, ist es deshalb 
sehr wahrscheinlich, da mindestens bei einem px, bei dem der 
Guanidinrest des Arginins nicht ganz dissoziiert ist, eben diese Gruppe 


'! A. Kossel, Protamine und Histone. Leipzig u. Wien, Deuticke, 1929. 
— # Siehe S. 416. 
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das Entstehen von Polysaccharoproteiden der zweiten Art ermdglicht. 
Die Ergebnisse von Frau Rafalowska und die unserigen stimmen 
durchaus itiberein. 

Die Guanidinreste, die dreiwertigen N enthalten, besitzen im N-Atom 
einsame Elektronen! und sind somit zur Bildung von Molekiilverbin- 
dungen durch den N befahigt. Ob dieselbe Gruppe ausschlieBlich eine 
Rolle bei der Entstehung von Molekiilverbindungen Polysaccharid 
— Protein (wir werden so die Polysaccharoproteide der zweiten Art 
nennen) spielt, ist nicht bewiesen und zweifelhaft. Erstens kénnten 
noch endstaéndige NH,-Gruppen sowie das Lysin und Histidin bei 
der Bildung beteiligt sein, zweitens ist noch nicht bewiesen, ob sie bei 
niederen pu, z. B. 3 oder 4, dieselbe Eigenschaft besitzen; N ist dann 
fiinfwertig. 

Alle Proteine enthalten mehr oder weniger Argininreste. Wir 
wissen aber, daB einige EiweiBkérper, wie Albumine, mit Polysacchariden 
nur salzartige Verbindungen geben. Weitere Untersuchungen iiber die 
Rolle anderer im Protein anwesender Gruppen werden Klarung bringen 
kénnen. 

Es bleiben noch die durch Rafalowska nicht in Betracht gezogenen 
Aminosaurereste tibrig. Es miissen aber auch weitere Kontrollen tiber 
die polaren Gruppen mit mehr den Aminoséuren ahnlichen Stoffen 
ausgefiihrt werden. Die Affinititen, z. B. der OH- oder COOH- 
Gruppen, kénnen stark durch die Anwesenheit anderer NH,- oder 
COOH-Gruppen beeinfluBt werden. Die Molekiilverbindung Clupein- 
Kohlenhydrat entsteht nur zwischen Clupein—Polysaccharid. Mit Bi- 
und Trisacchariden gibt Clupein keine Komplexe. 


1 


W. Hiickel, Theoretische Grundlagen der organischen Chemie 1, 86. 
Leipzig, Akad. Verlagsges., 1931. 











Dextrino-guanidin. 


Von 
St. J. von Przytecki und H. Rafatowska. 
(Aus dem Institut fiir physiologiseche Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1935.) 


Die mit Clupein erhaltenen Resultate sprechen stark fiir die direkte 
Beanspruchung von N H,-Gruppen des Arginins bei der Entstehung von 
Dextrinoclupein. Um dafiir einen praziseren Beweis zu erbringen, 
wurden besondere Versuche mit Mischungen von Guanidin und Dextrin 
oder anderen Polysacchariden ausgefiihrt. 


1%ige Guanidin-carbonicumlésung (Merck) wurde mit einer 

1° igen Starke-Glykogen- oder einer 4° igen Dextrinlésung gemischt 
und mit NaOH oder HC) ausgefallt. Ebenso wurde die Guanidin- 
Saccharoselésung behandelt. Die Ausfallung wurde in einigen Ver- 
suchen durch CaCl,-Zusatz erleichtert. Die Niederschlage wurden bei 
alkalischer Lésung gut ausgewaschen und durch N- und Zuckerbe- 
stimmung die Verhaltnisse von Guanidin : Polysaccharid bestimmt. 





Tabelle. 
. Das Polysaccharid bildet 
System 0/9 des Pulvers 
Gabmiii ity le PORE co a 6k, Sings ce Stak a. OL... OP iO 
- + Starke .. gE SHOR AO. oft atte i oe: BV Se 
* “+ Daxtrin < Ole oo. 6 bs 91 98 94 938 
ere + Beare + UsaCh, 2. ik ee es 91 92 90 
wi MONE eG 0 0 0 0 0 
= aA SAT A Sireig. Gaia Byes 0 0 0 
& + Alkohol + Saccharose. . .... 0 0 0 
‘. ION sok ip rte 9 98 9 8 


Die in der Tabelle angegebenen Zahlen lehren, daB das Guanidin selbst 
bei alkalischer Lésung ausfallbar ist. Die mit Mischungen von Guanidin 
und Polysaccharid erhaltenen Resultate beweisen, daB der Niederschlag 
reichlich Polysaccharid enthalt. Wenn wir die Systeme mit CaCl, betrachten, 
kénnten bei Starke-, teilweise bei Glykogenanwesenheit Ausfallungen aus 
Polysaccharid allein eintreten. Das durch uns angewandte Dextrin gab 
aber mit CaCl, (50 mg-°,) bei px 8 keine Ausfallung. 


Das Verhaltnis Polysaccharid: Guanidin ist im Dextrinoguanidin 
gleich 15 bis 20:1. Wenn fiir das Dextrin das Molekulargewicht 6000 an- 
genommen wird, dann entfallen auf ein Dextrin etwa 5 bis 6 Guanidin- 
teilchen. Wenn wir eine symmetrische Bindung annehmen, dann entfallt 
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ein Guanidin auf etwa 6 bis 10 Glucosereste. Diese Berechnung wurde bei 
Anwendung einer ganz anderen Methodik fiir Dextrinoguanidin im Sol- 
zustande bestatigt. 

Die mitgeteilten Resultate lehren, daB das Guanidin Molekiil- 
verbindungen mit Polysacchariden gibt. 

Methodisch ist man leider auf alkalische Lésungen oberhalb py 7 
angewiesen. Somit ist zwar die Méglichkeit ihrer Rolle bei biologischem 
pu gegeben, es fehlt aber der Nachweis, da Molekiilverbindungen aus 
Polysaccharoproteiden bei saurem Milieu entstehen. 

Wie mit Ciupein konnten wir keine Ausfallungen bei Bi- oder 
Trisacchariden erzielen. Wenn Guanidinniederschlige aus CGuanidin 
+ Saccharoselésungen entstanden waren, so enthielten sie keinen 


Zucker. 


Biochemische Zeitschrift Band 277. 28 











Studien iiber asymmetrische Synthese. 
XII. Mitteilung!: 


Die asymmetrische Synthese von Phenyl-p-tolyl-glykolsiure und von 
Methyl-p-tolyl-glykolsiure. 
Von 
Alex. Me Kenzie und Edwin Watson Christie. 
(Aus dem chemischen Laboratorium des Universitat College, Dundee, 
Universitit, St. Andrews.) 


(Eingegangen am 18. Marz 1935.) 


Die Vorstellung der asymmetrischen Induktion in seiner Anwendung 
auf die asymmetrische Synthese und andere Probleme ist in einer Reihe 
von Mitteilungen durch den einen von uns und seine Mitarbeiter? ent- 
wickelt worden. 

Es sei daran erinnert, daB der Ausgangspunkt fiir die asymmetri- 
schen Synthesen, die hier besprochen werden sollen, die optisch aktiven 
Ester von «-Ketosduren waren. So wurde die asymmetrische Synthese 
von (—)-Atrolactinsiure durch die Tatsache erméglicht, daB die Carbony1- 
gruppe im (—)-Menthyl-benzoyl-formiat in «-Stellung sehr reaktions- 
fahig gegen Methyl-magnesium-jodid ist, wahrend die — COOC,)Hjg9- 
Gruppe praktisch nicht angegriffen wird. Mc Kenzie und Smith *® wiesen 
in ihrer Untersuchung iiber asymmetrische katalytische Racemisierung 
auf die Méglichkeit hin, daB die Carbonylgruppe in «-Stellung einen 
Teil eines asymmetrischen Systems bilden, und daB dann die folgende 
Umwandlung bei Gegenwart eines geeigneten Katalysators stattfinden 
kénnte: 

(—) (—) (+) C) ; 
CgH;—CO— COOC,Hyy (A) und CgH;-CO-COOC, Hy, (B) 
(in gleichen Mengen) 


(>) (~) (+) t=) 
Cg H,;—CO—COOCj9 Hig und Ce H,-C O-C OO Cj Hyg 
(in ungleichen Mengen). 


Falls diese Reaktion nicht momentan war, mibBte Mutarotation in 
den Esterlésungen nachzuweisen sein. Diese Anschauung wurde der 
experimentellen Priifung* unterzogen und zwar mit einer Probe von 


2 


' XI. Mitteilung, diese Zeitschr. 250, 376, 1932. — * McKenzie u. 
Mitchell, ebenda 208, 456, 471, 1929; 221, 1, 1930; 224, 242, 1930; Mc Kenzie 
u. P. D. Ritchie, ebenda 2381, 412, 1931; 237, 1, 1931; 250, 376, 1932; Mc 
Kenzie, Zeitschr. f. angew. Chem. 45, 59, 1932; vgl. auch Roger u. P. D. 
Ritchie, diese Zeitschr. 258, 239, 1932; Roger, J. Chem. Soc. 1932, S. 2168; 
Roger u. Gow, ebenda 1984, S. 130; Roger u. McGregor, ebenda 1934, 
S. 1545: Mc Kenzie u. Christie, ebenda 1934, 8. 1070. — * Vgl. z. B. B. 48, 
894, 1925. 4 McKenzie u. Mitchell, 1. c. 
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(—)-Menthyl-benzoyl-formiat, welche 23 Jahre alt war. Seine athyl- 
alkoholische Lésung zeigte bei gewéhnlicher Temperatur Mutarotation ; 
die Linksdrehung nahm zu, bis sie schlieBlich einen konstanten Wert 
annahm. 

Die Ansicht wurde vertreten, daB sich zwischen A und B (mit Be- 
vorzugung von A) ein Gleichgewicht einstellt und zwar entweder 
praktisch momentan (wie in Ather) oder langsamer (wie in Alkohol); 
es konnte daher nur in Alkohol, jedoch nicht in Ather eine Mutarotation 
nachgewiesen werden. 

Es wurde deshalb bei der asymmetrischen Synthese von (—)-Atro- 
lactinsiure angenommen, da’ das Gleichgewicht zwischen den 2 Di- 
astereoisomeren A und B (mit A im Uberschu®) in atherischer Lésung 
bereits erreicht ist, ehe das Grignard-Reagens zugefiigt worden ist. 
Demgema} werden verschiedene Mengen 

‘py (—) ’ (+) 
“SHE >C<COO Cag His und “SHt>C<CObC oH ; 
: tet { ot 
gebildet und zwar das erstere im UberschuB. Bei der Zersetzung dieser 
Komplexe kommt man daher zu einer linksdrehenden Atrolactinsdure. 

Wenn man Menthyl-benzoyl-formiat durch alkoholische Kalilauge 
verseift, ist die dabei entstehende Benzoyl-ameisensaure optisch inaktiv. 
Wenn man von der obenerwahnten Hypothese ausgeht, kommt man zu 
der Anschauung, da die Carbonylgruppe in der «-Stellung seine asym- 
metrische Umgebung verliert, wenn die Menthylgruppe entfernt wird. 
Diese Auffassung schlieBt intramolekulare asymmetrische Induktion! 
ein und erinnert an Beobachtungen von R. Kuhn” bei der Salzbildung von 
p, p’-Dinitro-diphensiure mit Alkaloiden, wobei er seine Ergebnisse als 
eine ,,asymmetrische Umlagerung erster Art** zur Darstellung bringt. 

Andere Erklarungsversuche fiir die Mutarotation von (—)-Menthyl- 
benzoyl-formiat sind in friiheren Mitteilungen geéuBert worden’, doch 
erwiesen sie sich nicht so niitzlich als Antrieb'fiir weitere Untersuchungen 
wie die oben entwickelte Hypothese. Seit Veréffentlichung der ersten 
Arbeit von Me Kenzie und Mitchell iiber asymmetrische Induktion hat 
diese Anschauung immer mehr an Wahrscheinlichkeit gewonnen. Es 
mu jedoch noch einmal ausdriicklich betont werden, daB sie mit allem 
Vorbehalt vertreten wurde. 

Als Beispiel sei der Ester (—)-Menthyl-benzoyl-formiat, CgH,; 
.CO.COOC,,) Hy, gewahlt, dessen alkoholische Lésung eine allmahliche 
Zunahme der Linksdrehung zeigt, wenn sie bei gew6hnlicher Temperatur 


1 Vgl. Ebert u. Kortiim, B. 64, 342, 1931. > B. 65, 49, 1932. — 
3 Vgl. auch P. D. Ritchies Monographie iiber ,,Asymmetric Synthesis 
and Asymmetric Induction‘, S. 89-102, St. Andrews University Publi- 
cation, XXXVI, Oxford University Press, 1933. 
28 * 
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gehalten wurde. Es wurde vorausgesagt, daB die substituierte Glykol- 
siure, die daraus durch asymmetrische Synthese bereitet wurde, links- 
drehend sein wiirde. In sechs Fallen, die mit diesem Ester vor der 
Veréffentlichung dieser Arbeit untersucht wurden, stiitzten die ge- 
fundenen Tatsachen die Hypothese, die auf Grund der asymmetrischen 
Induktion aufgestellt worden war. Nehmen wir als weiteren Fall einen 
Ester wie (—)-Menthyl-pyruvat, CH,.CO.COOC, Hy. Die Links- 
drehung seiner alkoholischen Lésung nimmt beim Stehen bei Zimmer- 
temperatur langsam ab. Es wurde vorausgesagt, daB die substituierten 
Glykolsiuren, die daraus durch asymmetrische Synthese dargestellt 
wurden, rechtsdrehend sein wiirden. Vor dieser Mitteilung liegen fiinf unter- 
suchte Faille vor. Immer war das Produkt der asymmetrischen Synthese 
eine rechtsdrehende, substituierte Glykolsaure. Ausnahmslos bestatigten 
die gepriiften Menthylester die aus den Mutarotationsdaten gezogenen 
Schliisse. Die folgende Tabelle zeigt eindeutig diese tiberraschende 
RegelmaBigkeit. 
Tabelle Tf. 





Vorzeichen der Drehung 
Richtung Angew: . der gebildeten substi- 
gewandtes “ é 
ms Grignard-Reagens tuierten Glykolsiuren 
| Mutarotation | 





vorhergesagt beobachtet 


(—) Menthyl- ie at CH; Mg J ~ 5 
benzoyl-formiat | C,H, Mg Br ne i 
n-C3H; Mg J os ais 
iso-C,Hy Mg J _ ide 
tert.-C,Hy Mg J —e bs 
a-C,9H; Mg Br — - 


Se ee ee 
( 6H; Mg Br a a 
iso-C4 Hy Mg J + 7 
a-C,)H, Mg Br oe + 
’ p-CH; 0 ° CgHyMgBr + 


(—) Menthy]-ani- j : 
soyl-formiat | wg c, A Me Br = os 


(—) Menthyl-e- ||| \ dias ay 
naphthoyl-formiat || = C, a Mer as wal 
Cs H, Mg Br a nee 


Ehe diese Arbeit vorlag, waren 29 asymmetrische Synthesen 
substituierter Glykolsiuren mittels Grignard-Reagenzien ausgefihrt 
worden; 26 von diesen bestiatigten die Vorhersagen. 


Wir haben diese Untersuchungen nun fortgefiihrt und berichten 
im folgenden iiber einige weitere asymmetrische Synthesen, bei denen 
ebenfalls Grignard-Verbindungen zur Anwendung kommen. 
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(—)-Menthyl-p-toluyl-formiat, C,H, .CO.COOC,)H,9, wurde in 
Lésung von verschiedenen Alkoholen auf sein polarimetrisches Ver- 
halten gepriift. Es zeigte Mutarotation und zwar am eindeutigsten in 


iso-Butylalkohol. Gegeniiber einer Anfangsdrehung von [x]?"), 45° 
- ‘ . " - ° 900 - . os ‘ 
erhielt man in diesem Solvens nach 24 Stunden ein [x]?0°. 543°. 


Dieser Wert blieb dann bei 20° konstant. Mutarotation wurde auch mit 
Athylalkohol und n-Propylalkohol beobachtet, aber keine mit iso-Pro- 
pylalkohol und Aceton. Dieser Ester gab eine rechtsdrehende Phenyl- 
p-tolyl-glykolsiure, wenn man auf ihn Phenyl-magnesium-bromid 
einwirken lieB. Die asymmetrische Synthese scheint sich ganz eindeutig 
vollzogen zu haben, vor allem wenn man bedenkt, daB die optisch reine 
Siure nur eine sehr kleine Rechtsdrehung zeigt, namlich [x]??" + 2,5° 
in athylalkoholischer Lésung. Die Rechtsdrehung allerdings war un- 
erwartet, da eine Linksdrehung vorausgesagt worden war. Bei der 
bisherigen Ubereinstimmung zwischen Theorie und Experiment bei den 
untersuchten (—)-Menthylestern war dieses Ergebnis besonders iiber- 
raschend (siehe Tabelle 1). 

Bei der Einwirkung von Methyl-magnesium-jodid auf (— )-Menthy]- 
p-toluyl-formiat wurde jedoch in Bestatigung der Theorie die asym- 
metrische Synthese von (—)-Methyl-p-tolyl-glykolsiure vollzogen. 
Nach dem Umbkristallisieren wurde eine Probe nahezu optisch reiner 
Saure erhalten. Auch mit (—)-Bornyl-p-toluyl-formiat, C,H,.CO 
.COOC,,H,,, wurde Mutarotation beobachtet. Die Linksdrehung in 
Athylalkohol fiel in diesem Fall von [z ~ 30,19 auf [x20 

26,6°. Die asymmetrische Synthese von (—)-Methyl-p-tolyl- 
glykolsiure wurde mittels Methyl-magnesium-jodid ausgefiihrt. Wieder 
war die Drehung entgegengesetzt der von der Theorie geforderten. Es 
ist sehr auffallend, daB zwei Ausnahmen von der allgemeinen Regel 
gefunden worden sind, die eine vom Menthyl-, die andere vom Bornyl- 
ester der p-Toluyl-ameisensaure. Im letzteren Fall wurde bis zu einem 
gewissen Grade die —COOC, )H,,-Gruppe durch das (rignard- 
Reagens angegriffen; es konnte namlich eine kleine Menge racemisches 
Trimethyl-p-tolyl-athylenglykol isoliert werden. Die asymmetrischen 
Synthesen von (—)-Phenyl-p-tolyl-glykolsiure aus  (—)-Menthyl- 
benzoyl-formiat und vom (-+-)-Methyl-p-tolyl-glykolsaure aus (—)- 
Menthyl-pyruvat gingen dagegen in Ubereinstimmung mit der Vorher- 
sage vonstatten. 

Zu unbestimmten Ergebnissen fiihiten folgende Reaktionen: Ein- 
wirkung von Pheny]-magnesium-bromid auf (— )-Bornyl-p-toluyl-formiat 
und von p-Tolyl-magnesium-bromid auf (—)-Bornyl-benzoyl-formiat, 
wahrend bei der durch Einwirkung von p-Tolyl-magnesium-bromid 
auf (—)-Bornyl-pyruvat gewonnenen Saure keine optische Aktivitat 
festgestellt werden konnte. 
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Im folgenden sei eine Zusammenfassung der Resultate gegeben: 


Tabelle II. 





Vorzeichen der Drehung 


Richtung Grignard- der gebildeten substi- 
der Muta- Reagens tuierten Glykolsiéure 
rotation 





vorhergesagt beobachtet 
| es nh cen 
(—)-Menthyl-p-toluyl-formiat. | > C,sH;MgBr - “fb 
(—)-Menthyl-p-toluyl-formiat. | > CH; MgJ - — 
(—)-Bornyl-p-toluyl-formiat . | < CH; Mg J 


re we 
(—)-Menthyl-benzoyl-formiat . || > p-C;H,; Mg Br — -- 
(—)-Menthyl-pyruvat ... .|| < p-C; H; Mg Br a + 


34 verschiedene asymmetrische Synthesen wurden durch Einwirkung 
von Grignard-Reagenzien auf optisch aktive Ester von «-Ketosiuren 
seit 1904 in Abstinden ausgefiihrt. Von diesen bestiatigen nicht weniger 
als 29 die auf Grund der asymmetrischen Induktion gemachten Vorher- 
sagen. Wenn wir uns damit begniigt hatten, die Mutarotation ver- 
schiedener Ester ausgehend von der Addition von Alkohol an die Ester 
zu erklaren, dann kénnten irgendwelche Voraussagen nicht gemacht 
werden. Erlenmeyers Idee der asymmetrischen Induktion war deshalb 
von groBem Nutzen, mag sie nun richtig sein oder nicht, und sie kann 
auch jetzt nicht weder als tiberfliissig noch als unniitz bezeichnet werden. 


Experimenteller Teil. 
(—)-Menth yl-p-toluyl-formiat. 


11 g p-Toluylameisenséure (1 Mol), die man durch Oxydation von 
Methyl-p-tolylketon mit alkalischem Permanganat! erhielt, und 36,6 g 
(—)-Menthol (3,5 Mol) wurden 14 Stunden lang auf dem Wasserbad 
erhitzt; ab und zu wurde ein Strom von trockenem Chlorwasserstoff in 
die Mischung eingeleitet. Aus der atherischen Lésung dieses Ansatzes 
wurde die nicht veresterte Saéure mittels Kalium-bicarbonat-lésung 
entfernt, und das aus der atherischen Lésung erhaltene Produkt mit 
Wasserdampf destilliert, um das iiberschiissige Menthol auszutreiben. 
Der Riickstand wurde mit Ather extrahiert, und das nach dem Ab- 
destillieren des Athers verbleibende 01 zweimal im Vakuum rektifiziert. 
Ausbeute: 9 g. 

(—)-Menth yl-p-toluyl-formiat ist ein Ol mit Kp.,,: 217 bis 220° und 
nis® — 1,5069. 

CigHg,0,. Ber.: C = 15,4%, H = 8,7%; 
gef.: C = 75,8%, H = 8,6%. 


1 Claus u. Neukranz, J. pr. Chem. 44, 81, 1891. 
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In verschiedenen Alkoholen wurden folgende Mutarotationen 





beobachtet: 
Anfangsdrehung in Athylalkohol: ane = 5,49°, [a }20° 47,8°, 
; l= 2; ec = 5,739. 

209 20° 
“5461 («}5461 

Nach 25 Minuten . . | —5,52° | — 48,1° 

21, Std. .. . || —5,60 | —488 

63), , ... | —5,73 | —49,9 

» i . . . | —5,84 | — 50,9 (konstant) 


Eine Spur Chlorwasserstoff beschleunigt die Geschwindigkeit der 
Mutarotation wesentlich. So wurde, wenn 3 Tropfen verdiinnter Salz- 





sure /39 ine Os , 20° _ 5 290 200 ; » 0 
3 siure (n/32) zu einer Lésung von «7%, 5,32°, (a) ee 48,0°, 
(c = 5,548, 1 = 2) gefiigt wurden, der Endpunkt der Drehung nach 
5 n erreicht: die L6s ¢ ‘ j ot ee 20° 
4 Stunden erreicht; die Loésung hat dann ein 7}. 5,65°, [a] % 
= 50,9°. 
Anfangsdrehung in n-Propylalkohol: 
020° — 2,419, []20° — — 50,4, 1 = 2, ¢ = 2,3895. 
5461 5461 
) ° P 
200 200 
| “5461 (2 }5461 
Nach 2 Std... ... | —2,46° — 51,5° 
Tin ee ee - 852 | — 527 
» 28 4 ..... | —2,55 | —53,4 (konstant) 


Anfangsdrehung in iso-Butylalkohol: 





| 510 20° nO é bi ea 3 
m461 4,51", Rais 45°, I= 2, ¢ 5,0115. 
200 1200 200 209 
“5461 L“}5461 “5461 (]5461 
Nach 1 Std. | —4,52° | — 45,19 | Nach 6 Std. —5,26° | — 52,5° 
) a ar —452 | — 45,1 ge My — 5,29  —528 
7 are — 5,22 — 52,1 iy ee -- 5,44 — 54,3 (konstant) 
Anfangsdrehung in iso-Propylalkohol: 
999 _ ¢ 0 mae 6 ) ae 
a20? = — 3,819, [a]20° = — 42,99, 1 = 2, c = 4,44. 


Es wurde keine Mutarotation beobachtet. 
Anfangsdrehung in Aceton: 
30° — —. § (08° 209 - 5.79 = 2 ¢ 5.5615 
om 7,08", [a Pe. 45,7°, 1 2, ¢ », D615. 
Es wurde keine Mutarotation beobachtet. 


(—)-Bornyl-p-toluyl-formiat. 
16g p-Toluyl-ameisensaiure (1 Mol) wurden mit 53g (—)-Borneol 
(3,5 Mol) 18 Stunden lang bei Gegenwart von Chlorwasserstoff erhitzt. 
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Im iibrigen wurde ahnlich verfahren, wie dies bereits oben fiir den 
(—)-Menthylester mitgeteilt wurde. 
Ausbeute 12 g. 
(—)-Bornyl-p-toluyl-formiat ist ein Ol. Es siedet bei 10 mm_ bei 
915 sc «970 a, 18° RIOR 
215 bis 217°. nj 1,5195. 
CieH,,O0;. Ber.: C = 76,0%, H = 8,1%; 
gef.: C = 76,3%, H = 8,1%. 


Sie ergab bei der polarimetrischen Untersuchung in Athylalkohol: 





720° = — 4,549, []20° = — 30,19, 1 = 4, c = 3,7656. 
200 200 20° 200 
5790 [«]5790 5790 [«]5790 
Nach 30 Min. | — 4,50° | — 29,99 | Nach 38 Std. | —4,40° | — 29,2° 
1 Std. —446 | — 296 ees 4,01 | — 26,6 (konstant) 
2, | —44: — 29,4 | 


Keine Mutarotation wurde mit folgenden Alkoholen gefunden: 


_p y » o ee > 70 210 29 g0 » — K KSA 
n-Propylalkohol : oT, 6,72°, [aj : 32,6°, 1 4,c = 5,1536. 
iso-Butylalkohol: «21°. = 4,82°, [a]? = — 32%, 1 = 4,¢ = 3,7676. 
Mi , - . 21° 54 20 ame « 0 » 9 
n-Butylalkohol: oe 5,18°, (<r. = 31,4°, / 4,c = 4,124. 


Asymmetrische Synthese von Phenyl-p-tolyl-glykolsdure. 
1. Einwirkung von Phenyl-magnesium-bromid auf (—)-Menthyl- 
p-toluyl-formiat. 

Die aus 10g Brombenzol (4 Mol) bereitete Grignard-Verbindung 
wurde langsam zu einer Lésung von 5g (—)-Menthyl-p-toluyl-formiat 
(1 Mol) in wasserfreiem Ather gefiigt. Nach 2stiindigem Erhitzen wurde 
die Additionsverbindung mit Eis und verdiinnter Schwefelsaure zersetzt. 
Das nach dem Vertreiben des Athers zuriickbleibende 61 wurde 3 Stunden 
mit alkoholischer Kalilauge erhitzt, der Alkohol entfernt und das Menthol 
mit Wasserdampf abdestilliert. Die alkalische Lisung wurde dann 
nach Extraktion mit Ather, um etwa vorhandenes Glykol zu entfernen, 
mit verdiinnter Schwefelséure angesiuert. Die Saure wurde mit Ather 
extrahiert. Sie war ein Ol, das in athylalkoholischer Lésung schwach 
rechts drehte: 

a20° = + 0,40, 1 = 2, c = 31,488. 
Nach dreimaligem Umkristallisieren aus Benzol-Petrolither (Kp.: 80 
bis 100°) fiel die Saéure in Form von Rosetten aus Nadeln an. Ihre 
athylalkoholische Lésung war schwach rechtsdrehend: 


9090 ‘ 0 S . x RAR 
.. = + 0,12°, [a]}?e., = + ]° [= 2, c = 5,546. 


Ausbeute: 1,1 g. Schmelzp. 128 bis 130°. 
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Die optisch treme rechtsdrehende Phenyl-p-tolyl-glykolsaure ! 
wurde durch Spaltung der r-Saure bei Gegenwart von Chinin erhalten. 
Sie drehte nur schwach. [a]? + 2.5° ¢ 5,2965 in athylalko- 
holischer Lésung. Schmelzp. 125 bis 127°. Dagegen schmolz die 
racemische Saure bei 133 bis 134°. 

In einem zweiten Versuch, bei dem 10g (—)-Menthyl-p-toluyl- 


formiat (1 Mol) auf das Grignard-Reagens bereitet aus 30g Brom- 
benzol (6 Mol) zur Einwirkung kamen, wies die anfallende Saure 
e , 0 P “Tae ° . y 

einen Wert von 22°, + 0,199 (¢ = 18,016) in Athylalkohol auf. Nach 


zweimaligem Umlésen aus Benzol-Petrolather (Kp. : 80 bis 100°), hatten 
die Kristalle (2,6g) in Aceton eine spezifische Rotation von 1 
+ 1° (2 = 2, c = 4,8695). 
Nach weiterem zweimaligem Umkristallisieren wurden Nadeln der 
racemischen Phenyl-p-tolyl-glykolsaure? erhalten. 


2. Einwirkung von Phenyl-magnesium-bromid auf (—)-Borny]- 
p-toluyl-formiat. 

Die aus 12,5 g Brombenzol (4 Mol) bereitete Grignard-Verbindung 
wurde langsam einer atherischen Lésung von 6 g (—)-Bornyl-p-toluyl- 
formiat (1 Mol) zugefiigt. Es wurde dann wieder wie oben beschrieben 
verfahren. Das Ol war praktisch optisch inaktiv. afte 0,049 
(l = 2, ¢ = 18,15) in Athylalkohol. Nach dem Unmbkristallisieren aus 
Benzol-Petrolather fiel die Séure in Rosetten aus Nadeln an. Es war in 
diesem Fall unbestimmt, ob eine asymmetrische Synthese stattgefunden 
hatte. 

3. Einwirkung von p-Tolyl-magnesium-bromid aut (—)-Menthyl- 
benzoyl-formiat. 

Das aus 28,5g p-Brom-toluol (4 Mol) bereitete Grignard sche Reagens 
wurde allmahlich zu einer Lésung von 12g (—)-Menthyl-benzoyl- 
formiat® (1 Mol) in 150 cem wasserfreiem Ather gegeben. Dann wurde 
wie wublich verfahren. 

Das resultierende Ol war schwach linksdrehend und zeigte in 
Athylalkohol folgenden Drehwert: 

7209 0,16°, | = 2, ¢ = 21,817. 

Nach der Kristallisation aus Benzol-Petrolather (Kp.: 80 bis 100°) 
schieden sich 6,3 g Saéure in Rosetten aus Nadeln ab, die in Athylalkohol 
folgenden Wert gab: 

a20 = 0,079, Ll = 2, c = 10,295. 
Nach nochmaligem Umloésen ergaben diese Nadeln die racemische Saure. 


1 Christie, McKenzie u. A. Ritchie, J. chem. Soe. 1985, S. 153. 
2 Mc Kenzie u. Christie, ebenda 1984, S. 1070. 3 Me Kenzie, ebenda 85, 
1249, i904. 
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4. Einwirkung von p-Tolyl-magnesium-bromid auf (—)-Bornyl- 
benzoyl-formiat. 

Grignard-Verbindung aus 13,2 g p-Brom-toluol (4 Mol) gab man zu 

einer Lésung von 5,5 g (-—)-Bornyl-benzoyl-formiat! (1 Mol) in 150 cem 

trockenem Ather. Die Aufarbeitung geschah wie oben beschrieben. 


Die élige Séure war schwach rechtsdrehend. Drehung in Athyl- 
alkohol : 


a ae 70 Te ae 
0208 = + 0,079, 1 =2, c = 19,104. 


Nach dem Umkristallisieren wie vorher wurde die racemische Saure in 
Nadeln erhalten. Wegen der kleinen optischen Aktivitat war der Beweis, 
daB hier eine asymmetrische Synthese vollzogen worden war, nicht 
iiberzeugend. 


Asymmetrische Synthese von Meth yl-p-tolyl-glykolsdure. 
1. Einwirkung von Methyl-magnesium-jodid auf (—)-Menthyl- 
p-toluyl-formiat. 

10,5 g Methyljodid wurden in die Grignard-Verbindung itibergefiihrt 
und allmahlich zu einer atherischen Lésung von 5,6 g (—)-Menthyl- 
p-toluyl-formiat (1 Mol) gefiigt. Die anfangs blutrote Farbe der Lésung 
verschwand langsam wieder bei weiterer Zugabe des Grignardschen 
Reagens. Die auf dem iiblichen Wege aufgearbeitete, dlige Saure (3 g) 
ergab bei der polarimetrischen Untersuchung in Athylalkohol: 

@21° — — §,56°, [x]81® = — 12,99, ] = 4, c = 10,781. 


“6461 5461 
Das Ol] erstarrte langsam. Es wird dann aus einer Mischung von 
Benzol und Petrolither (Kp. : 80 bis 100°) umkristallisiert. Die Saure 
fiel in strahlenférmigen Rosetten aus und ergab bei der polarimetrischen 
Untersuchung in Athylalkohol: 


209 .— _ 9 RQO ao? 5 A 30 = >= §,.282 
ao: 2,59°, [a}9e. = 20,6°, 1 Re, 6,282. 


Nachdem sie weiterhin 7mal umgelést worden war, war die spezi- 
fische Drehung in athylalkoholischer Lésung: 


[x]20° = — 47°, (1 = 2, c = 0,3755). 


Die Saure schmolz dann bei 139 bis 142°. 

Die optisch reine (—)-Methyl-p-tolyl-glykolsaure*, die durch Spal- 
tung der r-Saéure bei Gegenwart von Chinin dargestellt wurde, schmolz 
bei 140 bis 142° und zeigte in athylalkoholischer Lésung einen Wert von 


[]20",, = — 51° (c = 1,5435). Man ersieht daraus, daB die obige Saure 
mit einem [a]20°, = — 47° nahezu optisch rein war. 
1 McKenzie, J. chem. Soc. 89, 365, 1906. — *# Christie, Mc Kenzie u. 


A. Ritchie, 1. ¢. 
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2. Einwirkung von p-Tolyl-magnesium-bromid auf (—)-Menthyl- 
pyruvat. 

Eine Lésung von Grignard-Reagens aus 26,6 g  p-Brom-toluol 
(3,5 Mol) wurde in Abstanden einer Lésung von 10g (—)-Menthyl- 
pyruvat! (1 Mol) in trockenem Ather zugefiigt. Dabei wurde eine rot- 
braune Farbung beobachtet. Im iibrigen wurde wie gewoéhnlich ver- 
fahren. 

Die 6lige Saure gab in athylalkoholischer Lésung folgenden Dreh- 
wert: 

ane 4 71° 21° iL 6 89 2 ¢ 58 ; 
= 0,71°, [ap 6,8°, 1 3. « 5,186. 
Das Produkt enthielt etwas p-Kresol, das durch Wasserdampfdestilla- 
tion entfernt wurde. Der Riickstand wurde aus Athylalkohol-Petrol- 
ather (Kp. : 60 bis 80°) umkristallisiert. Es schieden sich Nadelbiischel 
mit einem 
9° — 4 99° (J — 2 c = 3,145 
[a}19° = + 9,99 (I = 2, ¢ = 3,145) 
in Athylalkohol ab. 


3. Einwirkung von Methyl-magnesium-jodid auf (—)-Bornyl- 
p-toluyl-formiat. 

Grignard-Verbindung aus 18,7 g Methyl-jodid (4 Mol) gab man 
allmahlich zu einer Lésung von 9,9g (—)-Bornyl-p-toluyl-formiat 
(1 Mol) in wasserfreiem Ather. Es fand eine heftige Reaktion statt. 
Unmittelbar nach der Zugabe wurde die Lésung blutrot; mit fort- 
schreitender Reaktion hellte sie sich wieder auf. Es wurde wie iiblich 
aufgearbeitet. 

Der atherische Auszug der alkalischen Lésung ergab eine kleine 
Menge eines farblosen Ols, das sich langsam verfestigte. Das Produkt 
wurde aus Petrolather (Kp. : 60 bis 80°) umkristallisiert: es wurde auf 
diese Weise racemisches ‘i'rimethyl-p-tolyl-athylenglykol 

C; H; 


7 7 ’ Y CHs 
CH, ~°—°<ca, 


OH OH 
in feinen Nadeln vom Schmelzp. 79,5 bis 80,5° erhalten. 
C1.H,,0,. Ber.: C = 74,2%, H = 9,4%; 
gef.: C 74,0%, H = 9,1 %. 
Die alkalische Lésung wurde mit Mineralséure angesaduert und mit 
Ather extrahiert. Daraus wurde ein festes ein wenig 61 einschlieBendes 
Produkt (3,8 g) erhalten. Dieses ergab bei der polarimetrischen Prifung: 


ane = — 211°, [ape = — §,1°, ] = 2, c = 20,863. 
) 040 


1 Mc Kenzie, J. chem. Soc. 87, 1373, 1905. 
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Nach einmaligem Umkristallisieren dieser Substanz aus Petrol- 
ather (Kp. : 80 bis 100°) schied sie sich in Nadeln ab, die unscharf bei 
ungefihr 93 bis 110° schmolzen. Spezifische Drehung in Athylalkohol: 


[x]20% = — 5,89 (I = 2, ¢ = 4,258). 


Nach noch zweimaligem Umbkristallisieren aus dem selben Lésungs- 
mittel war die Saure optisch inaktiv. Sie war identisch mit racemischer 
Methyl-p-tolyl-glykolsiure (Schmelzp. 102 bis 104°), die durch Ein- 
wirkung von p-Tolyl-magnesium-bromid auf Brenztraubensiure! dar- 
gestellt wurde. 


4. Einwirkung von p-Tolyl-magnesium-bromid auf (—)-Bornyl- 
pyruvat. 


Bei den angewandten experimentellen Bedingungen konnte keine 
asymmetrische Synthese beobachtet werden. 


Wir sind dem Carnegie Trust fiir die Schottischen Universitaten 
fiir die Gewahrung eines Scholarship an den einen von uns (Christie) 


zu Dank verpflichtet. 


1 Christie, McKenzie u. A. Ritchie, |. ¢. 
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Uber den Calcium-Stoffwechsel in der ersten Phase 
der Blutgerinnung. 


I. Mitteilung: 
Die Wirkung der Oxalate in der zweiten Blutgerinnungsphase. 


Von 
H. Secheuring. 


{Aus dem Pharmakologischen Institut der Johann-Kasimir-Universitat in 
Lwoéw (Polen). ] 


(Eingegangen am 30. Mdrz 1935.) 


In der umfangreichen Literatur iiber die Rolle der Kalksalze bei 
der Thrombinbildung begegnet man drei verschiedenen Anschauungen. 


Die erste verneint grundsitzlich die spezifische Teilnahme der Kalksalze 
an der Thrombinbildung; nach der zweiten Anschauung sind die Kalksalze 
in den zwei ersten Phasen der Blutgerinnung, das ist bei der Thrombin- 
bildung und bei der Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin, unentbehrlich. 
Die dritte am meisten vertretene Ansicht ist, daB die Kalksalze an der 
Blutgerinnung spezifisch beteiligt sind, aber nur in der ersten Phase. In 
der letzten Gruppe gibt es zweierlei Richtungen. Nach der einen nimmt bei 
der Blutgerinnung nur das Ca-lon teil, da es zu der Thrombinbildung unent- 
behrlich ist. Der Hauptvertreter dieser Anschauung ist Hammarsten', 
dessen Untersuchungen bis heute einen grundsatzlichen Wert besitzen. Die 
Ergebnisse der Untersuchungen Hammarstens wurden in der letzten Zeit 
durch Wohlisch? stark gestiitzt. 


Nach der zweiten Anschauung nehmen bei der Blutgerinnung nur die 
kolloidalen Kalkverbindungen teil. Die Grundlage dieser Anschauung 
bildet die Beobachtung von Collingwood und Rettger®, daB das Fluorid- 
plasma haufig nach der Rekalcifikation nicht gerinnt. Dasselbe haben 
Arthus und Pagés* fiir Oxalatplasma festgestellt, wenn es einen groBen 
UberschuB8 an Oxalaten enthalt und sodann mit einem CaCl,-UberschuB 
rekalcifiziert wurde. Arthus schreibt diese Erscheinung der Thrombin- 
adsorption zu, die durch den Ausfall von Ca-Oxalat zustande kommt. 
Vines® hat, indem er sich auf diese Beobachtungen stiitzte, Untersuchungen 
iiber den Gehalt des Blutes an Ca-Ionen angestellt und kam zu der Uber- 
zeugung, daB die Oxalate die Blutgerinnung direkt hemmen, da sie sich 
mit kolloidalem Kalk chemisch verbinden, welche Verbindung aber bei 
der Blutgerinnung unwirksam ist. SchlieBlich kommt Vines auf Grund 
dieser Untersuchungen zu der Uberzeugung, daB8 nur die kolloidalen Kalk- 


' Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 1896/97; 28, 1899. — 
2 Wohlisch u. Paschkis, Klin. Wochenschr. 1923. S. 1923; Wéhlisch, ebenda 


1923, S. 2318. 3 Collingwood u. Rettger, zit. nach C. Oppenheimer, Die 
Fermente und ihre Wirkungen, 8. 1150. Leipzig 1925. — ‘* Arthus u. 
Pages, Arch. d. Physiol. 2, 1890. 5 Vines, J. of Physiol. 55, 1921. 
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verbindungen, und zwar ausschlieBlich an der ersten Phase der Gerinnung, 
teilnehmen. Wohlisch (1. c.) lehnt die Vinessche Theorie ab, indem er die 
von Vines zur Bestimmung der Ca-Ionenkonzentration benutzte Methode 
fiir unbrauchbar erklairt. Fiir diese Theorie sprechen aber die Unter- 
suchungen von Loucks und Scott!, die beweisen, daB man das Thrombin 
durch genaue Entkalkung inaktivieren kann. Auch die Ergebnisse der 
Untersuchungen von Stevart und Percival* sprechen fiir die Vinessche 
Theorie. Diese Autoren haben gezeigt, daB ein fast ganzlicher Verlust von 
Ca-lonen die Gerinnungszeit nicht verlingert, dagegen geht eine Ver- 
minderung der kolloidalen Kalkverbindungen mit der Verlingerung der 
Gerinnungszeit parallel. O. Kastl? konnte die Ergebnisse von Loucks und 
Scott nicht bestatigen, da es ihm nicht gelang, das Thrombin mittels Oxalaten 
zu neutralisieren. Er zeigte, dafi das nach der Schmidtschen Methode aus 
entkalktem und nichtentkalktem Serum gewonnene Thrombin eine gleiche 
Gerinnungskraft besitzt. 
© + ° ~ ‘ 

Aus dieser kurzen Ubersicht ist zu ersehen, daB beide Gruppen von 
Autoren mit starken und gut begriindeten Argumenten kimpfen. Es 
legt dies den Gedanken nahe, da die Wahrheit zwischen beiden An- 
schauungen zu suchen ist. 

Diese Vermutung ist um so wahrscheinlicher, als Hammarsten selbst in 
seiner grundlegenden Arbeit schreibt (1. c.): ,,MaBige Mengen von Alkali- 
oxalat haben die Gerinnung zwar verzégern, aber nicht verhindern kénnen. 
Diese verzégernde Wirkung kommt in verschiedenen Versuchen in ungleich 
hohem Grade zur Geltung, was vielleicht in naher Beziehung zu einem 
verschiedenen Fermentgehalt steht‘, und andernorts: ,,das Ausbleiben 
der Gerinnung la8t sich dadurch erklaren, daB die Fermentmenge ein zur 
Uberwindung des hemmenden Einflusses des Oxalats ungeniigende war 
und daB8 die Gerinnung folglich erst nach dem Entfernen des Oxalats durch 
Zusatz von einem Kalksalz wieder méglich wurde". 

Diese Beobachtung spricht eindeutig fiir die hemmende Wirkung 
der Oxalate in der zweiten Gerinnungsphase. Man kann also annehmen, 
daB Calcium eine doppelte Rolle bei der Blutgerinnung spielt: als Ca-Lon 
ermoéglicht es die Entstehung des Thrombins, und dabei tritt es selbst 
in dieses als kolloidale Caleciumverbindung ein. Die Aktivitat des 
Thrombins, hangt von seinem Calciumgehalt ab, und hért auf, wenn 
daraus das Calcium entfernt wird. Das ist eben die Wirkung der Oxalate 
bei der zweiten Gerinnungsphase. Die Reaktion zwischen Thrombin- 
kalk und Oxalaten ist eine Molekularreaktion, die in anderen Mengen- 
verhaltnissen verliuft, als die Reaktion zwischen Oxalatsalzen und 
Ca-Ion. Die weitere Folgerung aus diesen Vermutungen ist die An- 
nahme, daB die Thrombinbildung mit einer Verschiebung des Calciums 
vom lonenzustand zum kolloidalen einhergeht. Dies ist die Arbeits- 
hypothese der vorliegenden Abhandlung. 


' Loucks u. Scott, Amer. J. Phys. 76, 1926. — ? Stevart u. Percival, 
Biochem. J. 22, 1928. — * O. Kastl, diese Zeitschr. 274, 452, 1934. 
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Methodisches. 


Zu den Untersuchungen wurden Hunde und Kaninchen verwendet. 
Die Tiere wurden durch Durchtrennung der Halsschlagader entblutet und 
durch die Halsvene mit reichlicher Menge physiologischer Kochsalzlésung 
durchspiilt, so daB die Lungen méglichst blutfrei wurden. Die Lungen 
wurden zerstiickelt, mit Quarzsand unter Zugabe der gleichen oder doppelten 
Menge physiologischer Kochsalzlésung fein zerrieben, abzentrifugiert; der 
auf diese Weise gewonnene Lungenextrakt wurde als Thrombokinase 
benutzt. Die Thrombokinase von Morawitz wurde wegen ihrer viel starkeren 
Wirkung und einfacheren Gewinnungsweise dem Cytozym vorgezogen. Die 
Gewinnungsweise garantiert eine den physiologischen Verhaltnissen naher- 
stehende Wirkung. AuBerdem betrachte ich beide Faktoren hinsichtlich 
ihrer biologischen Wirkung als identisch, was ich schon friiher begriindet 
habe (Scheuring'). Als gerinnendes Medium wurde meistens Oxalatplasma 
benutzt, welches durch Vermischen des Blutes im Verhaltnis 9: 1 und mit 
2° iger Natriumoxalatlésung oder Kaliumoxalatlésung (die letzte zwecks 
Isotonisierung unter Zugabe entsprechender Menge von Kochsalz) gewonnen 
wurde. Das Oxalatblut wurde dann abzentrifugiert und das Plasma durch 
mehrtagiges Verbleiben im Eisschrank von Blutplattchen befreit. Die 
Fibrinogenlésung wurde nétigenfalls nach der von Hammarsten angegebenen 
Methode gewonnen. Ich betrachte jedoch das Oxalatplasma als ein besseres 
Reagens als Fibrinogenlésung, da uns die Veranderungen, die bei der chemi- 
schen Bearbeitung des Fibrinogens mit demselben eintreten, iiberhaupt 
nicht bekannt sind, waihrend die Eigenschaften des Oxalatplasmas, wenigstens 
im gewissen Grade, bestimmt werden kénnen. 


Alle Versuche wurden méglichst mit dem Blutplasma_ isotonischen 
Reagenzien durchgefiihrt, da die hyper- und hypotonischen Lésungen die 
Blutzellen schadigen und auf diese Weise die Gerinnungsbedingungen 
andern. Dieser Umstand spielt jedoch nur bei den Untersuchungen eine 
groéBere Rolle, wo Blutzellen benutzt wurden. Bei den Serienversuchen 
mit Plasma oder Serum hat die Hypotonie des Milieus kaum einen 
deutlichen Einflu8B, die Hypertonie dagegen erst bei gréBeren Salz- 
konzentrationen. 

Alle Gerinnungsproben wurden in kleinen Paraffinschalchen bei Zimmer- 
temperatur durchgefiihrt. Das aktivierte Serum wurde stets 30 Sekunden 
nach der Aktivierung mittels Lungenextrakt in Schalchen verteilt, da das 
langere Stehenlassen das Serum stark abschwachen kann und somit die 
Resultate entstellt. Immer wurde streng darauf geachtet, daB*jede Serie 
von Untersuchungen unter gleichen Temperatur-, Mengen- und Zeitbedin- 
gungen durchgefiihrt wurde und bei Anwendung derselben Reagenzien. 
Jede der unten vorgefiihrten Tabellen stellt eine soleche Serie dar. 


Der EinfluB der Oxalatsalze auf die zweite Phase der Blutgerinnung. 


Wie schon friiher bemerkt wurde, hat Hammarsten beobachtet, 
daB Oxalate im UberschuB die Gerinnung direkt hemmen, und wenn 
die Menge dieser Salze zu hoch oder die des Thrombins zu niedrig ist, 
so kann die Gerinnung ganzlich ausbleiben. Hammarsten hat sich aber 


1 Scheuring, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 177, 675, 1935. 
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mit diesem Thema nicht naher beschaftigt, weshalb es nétig ist, diese 
Verhaltnisse eingehender zu studieren. 

Den Ausgangspunkt dieser Untersuchungen bildet folgender Ver- 
such: In Paraffinschalen wurde zuerst je 0,1 com Oxalatplasma und 
nachher je 0,l cem Natriumoxalatlésungen verteilt. Die Na-Oxalat- 
lésungen wurden in von 0,1 bis 3°% steigender Konzentration zubereitet. 
Auf diese Weise wurden 30 Paraffinschalen gewonnen, von denen jede 
0,2cem 50°, iger Lésung von Oxalatplasma und somit 0,1 bis 3 mg 
Na-Oxalat enthielt. Der Oxalatgehalt des Plasmas wurde nicht mit- 
gerechnet, da er fiir alle Schalen gleich ist. Sodann wurde zu jeder 
Schale 0,l cem mit Thrombokinase aktiviertes Serum zugesetzt, der 
ganze Inhalt jeder Schale mit einem Glasstab vermischt, und 30 Minuten 
bei Zimmertemperatur belassen, dann wurde das Gerinnungsergebnis 
abgelesen. Es wurde die Menge von Na-Oxalat gesucht, mit der die 
Gerinnung ganzlich aufgehoben wird. Die Schalchen, die noch einen 
fliissigen Inhalt besaBen, wurden in ein GefaB mit destilliertem Wasser 
ausgegossen und auf Anwesenheit von Fibrinflocken untersucht. Die 
kleinste Menge des Na-Oxalats, welche die Gerinnung ginzlich aufhebt 
und in Milligramm ausgedriickt wird, bezeichneten wir als ,,Gerinnungs- 
kraft*. 

Es hat sich gezeigt. daB 0,1 cem aktiviertes Serum, welches ohne 
Oxalatzusatz die Gerinnung von 0,1 cem Oxalatserum in 90 Sekunden 
hei beigefiihrt hatte, nach Zusatz von 0,7 mg Na-Oxalat in 30 Minuten 
keine Gerinnung hervorrufen konnte. Diese Menge des Na-Oxalats hat 
also die Gerinnung in der zweiten Phase ganzlich gehemmt. Auf diese 
Weise wurde der erste Teil von Hammarstens Beobachtung bestatigt, 
und es bleibt noch festzustellen, ob zwischen der Thrombinmenge im 
Serum und der neutralisierenden Menge von Na-Oxalat quantitative 
Verhialtnisse bestehen oder ob beide voneinander unabhangig sind. Um 
diese Frage zu entscheiden, wurde dasselbe aktivierte Serum benutzt, 
welches zum vorigen Versuch verwendet war. Zwecks Verminderung 
des Thrombingehalts blieb es ohne jegliche Bearbeitung 5 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen. Dabei wird, wie Morawitz, Fuld u. a. 
gezeigt haben, das Thrombin neutralisiert und in nichtaktives Meta- 
thrombin umgewandelt. Die Untersuchung ergab eine Gerinnungszeit 
von 180 Sekunden und eine Gerinnungskraft von 0,4 mg Na-Oxalat. 
Es stellte sich heraus, daB die Thrombinmengen und Na-Oxalatmengen 
in keinem quantitativen Verhaltnis zueinander stehen, und zwar sind 
sie direkt proportional. 

Dasselbe Ergebnis liefert uns die zweite Probe, bei welcher das 
Serum einmal mit der optimalen Menge Thrombokinase, das andere 
Mal mit derselben Menge aufs Doppelte mit physiologischer Kochsalz- 
lésung verdiinnter Thrombokinase aktiviert wurde. 


























Ca-Stoffwechsel in der ersten Phase der Blutgerinnung. I. 441 


I. Serum mit optimaler Menge Thrombokinase aktiviert: 

Gerinnungszeit 65 Sekunden, Gerinnungskraft 2,9 mg Na-Oxalat. 

II. Serum mit derselben Menge doppelt verdiinnter Thrombokinase 
aktiviert: 

Gerinnungszeit 110 Sekunden, Gerinnungskraft 1,9 mg Na- 
Oxalat. 


Es mu®B darauf aufmerksam gemacht werden, daB ein UberschuB 
von Thrombokinase auf die Gerinnung hemmend einwirkt. Die optimal 
aktivierende Menge der Thrombokinase ist also jene Menge, die das 
Serum so aktiviert, daB es die Gerinnung von Oxalatplasma in kiirzester 
Zeit bewirkt. Wir werden spater diese Erscheinung noch genauer 
erortern. 


Wirkungsmechanismus der Oxalate auf die zweite Phase 
der Gerinnung. 


Es gibt hier nur zwei Méglichkeiten : 


Entweder vernichten die Oxalate einen in der zweiten Phase 
wirkenden Gerinnungsfaktor, d. h. Thrombin oder Fibrinogen, oder 
sie behindern die Wirkung des Thrombins auf das Fibrinogen, ohne es 
zu vernichten. Was die erste Méglichkeit anbelangt, so kénnen 
Oxalate entweder das Thrombin als ganzes vernichten, oder sie zer- 
stéren nur einen Bestandteil desselben, und zwar Thrombogen oder 
Thrombokinase. 

Es ist demnach festzustellen, auf welche Weise die Oxalate auf 
Thrombogen, Thrombokinase, Thrombin und Fibrinogen, bzw. auf die 
solche Faktoren enthaltenden Substrate, d.i. Serum (S), Lungen- 
extrakt (R), aktiviertes Serum (Tr) und Plasma (PI), einwirken. Zu 
diesem Zweck wurde der in Tabelle I wiedergegebene Versuch an- 
gestellt, zu welchem alle oben angefiihrten Substrate benutzt wurden. 
Von jedem wurden drei gleiche Teile entnommen. Zu einem wurde eine 
gewisse Menge physiologischer Kochsalzlésung (I), zu einem anderen 
die Halfte derselben Menge von 2°, iger Na-Oxalatlésung und nachher 
die andere Hialfte einer aquivalenten Lésung CaCl, (II), und zum 
dritten die ganze Menge einer Mischung von 2°% iger Lésung von Na- 
Oxalat und einer gleichwertigen Lésung von CaCl, zu gleichen 
Teilen (III) gefiigt. Nach dem Vermischen wurden die Proben, welche 
Ca-Oxalat enthielten, durch Zentrifugieren von demselben befreit. Mit 
den so vorbereiteten Reagenzien wurde der Versuch angestellt, wobei 
die Gerinnungskraft und bei manchen Proben auch die Gerinnungszeit 
bestimmt wurden. Bei allen Versuchen wurden dieselben Reagenzien 
benutzt. 


Biochemische Zeitschrift Band 277. 99 
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Tabelle I. 








Gerinnungs- 
Nr. Zeit Kraft 
Sek. mg 
A. Thrombogen. 
1 || (SI + Raa) Ol com+P10.cm..... 60 0,9 
DEE: cote OE PD 420 0,45 
Si GE ae) Of ee oe eS 70 0,65 
B. Thrombokinase 
4 (S+RI_ aa) 0,1 com + PI 0,1 com tee ~ 1,4 
5 || (QS+RILI aa) 01 , +P101 , eet ae = 0,35 
6 || (S+RIII aa) 0.1 +P101 , 4 ; — 0,45 
C. Thrombin. 
UA Del Ot oom: Pi Ol com: bs. ew ae — 0,5 
ee A A ge oe gen: gy ee — nicht geronnen 
Or re Gg eee ree een -- % ” 
D. Fibrinogen. 
10 || (S+ Raa) 0,1 ceom+ PII Oj cem..... | 60 0,9 
11) (S+Raa) 01 , +PIN O01 ,.....+4 75 0,7 
129 1).(8'4Reaa) OL. 4+ PII Ob ed 60 0,8 


Aus diesen Versuchen folgt: 

1. Die Bestimmung der Gerinnungskraft gibt genauere und iiber- 
sichtlichere Resultate als die der Gerinnungszeit. 

2. Fertiges Ca-Oxalat (III in allen Untersuchungsgruppen) adsor- 
biert alle Gerinnungsfaktoren und vermindert auch die Gerinnungs- 
fahigkeit des Oxalatplasmas, was an anderer Stelle naher zu_be- 
sprechen ist. 

3. Der Zusatz von Na-Oxalat und nachhergehende Beseitigung 
desselben durch Recalcifizierung schwacht die Gerinnungsfahigkeit 
jedes Gerinnungsfaktors im starkeren Grade, als die Adsorption durch 
fertiges Ca-Oxalat. Man kann zwei Ursachen fiir diese Erscheinung 
annehmen: entweder adsorbiert das Ca-Oxalat in statu nascendi starker 
als fertiges, oder Na-Oxalat vernichtet teilweise vor der Recalcifi- 
zierung jeden Gerinnungsfaktor. 

Diese Frage kann man nur so entscheiden, daB man das Na-Oxalat 
auf andere Weise, nicht mittels Recalcifizierung, entfernt. Die einzige 
Moglichkeit dafiir ist in diesem Falle die Dialyse. 

Zu diesem Zweck wurden Kollodiumhiilsen benutzt. Die Dialyse 
wurde in Ringer-Lockescher Lésung vorgenommen, die aber keinen Kalk 
enthielt, um einerseits annéhernd physiologische Verhaltnisse, anderer- 
seits keinen Ca-Oxalat-Niederschlag im dialysierten Praparat zu er- 
halten. Auf diese Weise wurde Serum als Thrombogen (S), Lungen- 
extrakt als Thrombokinase (R), aktiviertes Serum als Thrombin (‘Tr) 
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und Oxalatplasma als Fibrinogen (Pl), und zwar jedes von diesen 
Reagenzien zu 2 Portionen von 5ccm, dialysiert. Zu einer Portion 
wurde | ccm physiologische Kochsalzlésung (1) und zur zweiten 1 ccm 
2% ige Na-Oxalatlésung (11) gesetzt. Dialysiert wurde im Eisschrank, 
bis die letzte Spur von Na-Oxalat entfernt war, was ungefaihr 2 bis 
5 Tage dauerte. Nach der Dialyse wurden alle Reagenzien mit derselben 
Menge CaCl, recalcifiziert. Die auf diese Weise gewonnenen und ab- 
gesehen vom Na-Oxalatzusatz ganz identisch bearbeiteten Reagenzien 
wurden in der oben angegebenen Weise auf Gerinnungszeit und Ge- 
rinnungskraft untersucht, wobei auBer den untersuchten auch nicht 
vorbehandeltes Serum, Lungenextrakt, aktiviertes Serum und Oxalat- 
plasma benutzt wurden. 

Die Ergebnisse obigen Versuchs sind in Tabelle Il dargestellt. 


Tabelle I. 





Gerinnungs- 


Zeit Kraft 
Sek. mg 


A. Thrombogen. 


1 || (SI + Raa) 01 com+ P1Ol com... 2... 45 0,9 
2 | (Stl+ Raa) 01 , + P10,1 aa 70 0,9 
B. Thrombokinase. 

8 (S+RI aa) Ol cem+ P10. eem....... 45 0,9 
4 (5.2 RAD oe) Ohh gg PEON ogi ow miw dea 45 0,9 
C. Thrombin. 
el: See Oks apy wD OE: Cains oS Soe et K 45 0,8 
ee Oe Un gl ee OR Se Oe ng Le eee et | 45 0,8 
D. Fibrinogen. 

5 (S+ Raa) 01 cem+ PII Oj cem....... 80 0,55 
8 er Bae Ol Se Pl Gl eee 90 0,55 


Es ist ersichtlich, daB der Na-Oxalatzusatz keine Verminderung 
der Wirkungskraft jeglicher Gerinnungsfaktoren verursacht hat. Anders 
gesagt: die Oxalate schidigen keinen der Gerinnungsfaktoren in nicht 
umkehrbarer Weise. 

Die Abschwachung der Wirkung der Gerinnungsfaktoren, die man 
aus Tabelle I ersieht, ist also die Folge der adsorbierenden Wirkung des 
Ca-Oxalats, wobei dasselbe in statu nascendi starker als in fertigem 
Zustande wirkt. 

Diese Versuche beweisen auch, daB die Anschauung von Stuber 
und Sano!, iiber den Mechanismus der Gerinnungshemmung durch die 


1 Stuber u. Sano, diese Zeitschr. 134, 260, 1923. 
29* 
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Oxalate unhaltbar ist. Wenn die Ursache dieser Hemmung in der 
Bildung stark ionisierter Eiweib-Oxalatverbindungen liegt, wie es diese 
Autoren vermuten, dann waren bei der Dialyse zwei Mdéglichkeiten: 
entweder ist dieses lon klein genug, um die Kollodium-Membran zu 
durchdringen, oder es ist zu groB und bleibt im Dialysat zuriick. Im 
ersten Falle miBte auch mit diesem Ion die EiweiBfraktion, welche 
den starksten Anteil an der Gerinnung hat, das Dialysat verlassen; im 
zweiten dagegen miiBten die Oxalate im Dialysat verbleiben. In beiden 
Fallen miBte aber die Gerinnungswirkung einer oder mehrerer Faktoren 
abgeschwacht werden, was keineswegs der Fall ist. 


Auf diese Weise haben wir festgestellt, daB die Oxalate keinen 
Gerinnungsfaktor in irreversibler Weise vernichten, so daB also als 
einzige Méglichkeit nur die Stérung der Einwirkung des fertigen Throm- 
bins auf das Fibrinogen iibrigbleibt. 


Um diese Wirkung der Oxalate aufzukliren, miibte die spezifische 
Fahigkeit der roten Blutkérperchen ausgenutzt werden, Thrombokinase 
zu adsorbieren. Eine solche Fahigkeit der roten Blutkérperchen wurde 
schon friiher bewiesen (Scheuring |. c.). Die Erythrocyten adsorbieren 
keinen anderen Gerinnungsfaktor als Thrombokinase. Sie haben also 
eine spezifische Affinitaét zur Thrombokinase und sind in dieser Hinsicht 
die Antagonisten des Thrombogens, das die gleiche Affinitaét besitzt. 
Diese Thrombokinase-Thrombogen-Affinitat bildet eben den Grund der 
Thrombinbildung. Da aber Thrombin nur in Anwesenheit von freien 
Ca-Ionen entstehen kann, mu8B auch die Thrombokinase-Thrombogen- 
Affinitat von diesen Ionen abhangen. Ohne freie Ca-lonen gibt es auch 
keine Thrombokinase-Thrombogen-Affinitat. _ Die Adsorption der 
Thrombokinase durch rote Blutkérperchen aus einer physiologischen 
Kochsalzlésung muB also starker sein, als aus der Lésung in Serum, 
da im zweiten Fall die Thrombogen- Affinitat stérend wirkt. Wenn aber 
das Serum mittels Oxalaten entkalkt wird, so kénnte man annehmen. 
daB der Grad der Adsorption von Thrombokinase durch die roten 
Blutkérperchen in beiden Lésungen gleich ist. 


Diese Voraussetzung war der Ausgangspunkt fiir den in Tabelle II 
wiedergegebenen Versuch, in welchem von weifBen Blutkérperchen 
und Plattchen gereinigte und dreimal mit physiologischer Kochsalz- 
lésung gewaschene rote Blutkérperchen benutzt wurden. Es wurden 
von ihnen 5 Anteile zu je 1 cem verwendet. Der erste dient als Kontrolle 
(rote Blutkérperchen I), der zweite wurde mit einer Lésung von 
2cem Lungenextrakt in 3ccm _ physiologischer Kochsalzlésung, der 
dritte mit einer Mischung von 2 com Lungenextrakt + 2 ccm Normal- 
serum + 1cem Kochsalzlésung, der vierte mit einem Gemisch von 
2ccm Lungenextrakt + 2ccm Normalserum +1lcem 2%ige Na- 
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Oxalatlésung, und der fiinfte mit einem Gemisch von 2 cem Lungen- 
extrakt + lecem 2°%,ige Na-Oxalatlisung und 2ccm Normalserum 
vermischt. Die vierte Probe unterscheidet sich von der fiinften dadurch, 
daB die vierte den Na-Oxalatzusatz nach der Thrombinbildung und die 
fiinfte vor der Thrombinbildung erhalten hatte. Alle Proben wurden 
15 Minuten lang bei Zimmertemperatur digeriert, spaiter abzentri- 
fugiert, die roten Blutkérperchen einmal mit einer groBen Menge 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und nach Hamolyse durch 
leem H,O als Thrombokinaselésungen zur Aktivierung von Normal- 
serum benutzt; sodann wurde die Gerinnungszeit und Gerinnungskraft 
mit Oxalatplasma festgestellt. Die Serumaktivierung mittels Hamo- 
lysaten dauerte 2 Minuten, um die Reaktion zwischen Thrombokinase 
und Thrombogen herbeizufiihren. 


Tabelle III. 








Gerinnungs- 
Ns | vn | 
i Zeit 
i} mg 


1 || Serum, aktiviert durch nicht vorbehandelte rote Blut- 


kérperchen: O,icem+Pl0,leem ....... 9’ 30" 0,0 


2 | Serum, aktiviert durch mittels Thrombokinase + physiolo- 


gische Kochsalzlésung behandelte rote Blutkérperchen: 
Seen Tee ak se See we ee en 8 eee 


3 || Serum, aktiviert durch mittels Thrombokinase + Normal- 
serum behandelte rote Blutkérperchen: 0,1cem+ P10,leem | 3 30 | 0,3 


4 | Serum, aktiviert durch mittels Thrombokinase + Normal- 
serum + Na-Oxalatlésung: behandelte rote Blutkirperchen: 
NO i Ee ON os ean oh adie tek sg ot eC baa 


5 | Serum, aktiviert durch mittels Thrombokinase + Na-Oxalat- 
lésung + Normalserum behandelte rote Blutkorperchen: 
O14 tie Fe ae Cee OE Se ES ae Toe 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB unsere Voraussetzung richtig 
war. Wenn wir die Wirkung der roten Blutkérperchen, die in einer 
Mischung von Thrombokinase und Serum aufgeschwemmt waren, mit 
der vergleicht, die durch ein Gemisch von Thrombokinase und physio- 
logischer Kochsalzlésung erzielt wird, so ist zu ersehen, daB Thrombogen 
die Beladung der roten Blutkérperchen mit Thrombokinase stért, weil die 
ersten viel schwacher impragniert sind als die zweiten. Es muB hier betont 
werden, daB die zur Beladung der roten Blutkérperchen benutzte Menge 
von Thrombokinase so gewahlt sein muB, daB sie das Serum optimal oder 
fast optimal aktiviert, da sonst ein Uberschu8 von Thrombokinase bleibt, 
welcher von Serumthrombogen nicht gebunden ist und somit die Er- 
gebnisse der Impragnation ungenau machen kann. 
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Ks zeigt sich auch in diesen Versuchen, dab die Oxalate nicht 
allein imstande sind, die Thrombinbildung durch Ca-Fallung zu hindern, 
sondern auch das fertige Thrombin durch Ca-Entziehung wieder in 
seine Komponenten zu zerlegen. Die mit einem Gemisch von Serum, 
Thrombokinase und Na-Oxalat impragnierten roten Blutkérperchen 
zeigen sogar einen starkeren Impragnationsgrad, wie diejenigen, die 
mit einem Gemisch von Thrombokinas? und physiologischer Kochsalz- 
lésung vorbehandelt wurden. Diese starkere Beladung muB man dem 
eigenen Thrombingehalt, also auch dem Thrombokinasegehalt des Serums 
zuschreiben. Am starksten wurden die roten Blutkérperchen durch eine 
Mischung von Thrombokinase, Na-Oxalatiésung und Serum impragniert, 
weil bei Serumaktivierung kein frisches Thrombin wegen Kalkmangel 
erzeugt wurde und die ganze Menge Na-Oxalat auf eigenes Serum- 
thrombin einwirkte und es in seine Komponenten zerlegte. Deshalb ist 
eine gréBere Menge freier Thrombokinase entstanden, die auch starker 
die roten Blutkérperchen impragniert hat. Dieser Versuch zeigt also 
dasselbe, was auch aus dem ersten mitgeteilten Versuch hervorgeht, 
und zwar, daB die neutralisierende Menge von Oxalaten von der Menge 
des Thrombins abhingt. Ein Gemisch, welches Serum und Thrombo- 
kinase enthalt und zu dem Na-Oxalatlésung zugegeben wurde, enthalt 
mehr Thrombin, als ein Gemisch, zu dem Natriumoxalat vor Ver- 
mischung des Serums mit Thrombokinase zugegeben wurde; deswegen 
wurde auch im zweiten Falle eine geringere Menge von Thrombin von 
derselben Menge Na-Oxalat angegriffen und demnach eine gréBere 
Menge von Thrombokinase frei gemacht und somit wurden die roten 
Blutkérperchen starker mit Thrombokinase beladen. 

Auf diese Weise kann man die doppelte Wirkung der Oxalate bei 
der Gerinnungshemmung als bewiesen betrachten, und zwar kommt die 
Behinderung der Thrombinbildung durch Ca-Fallung und die Zerlegung 
von fertigem Thrombin durch Ca-Entziehung zustande. 

Aus Tabelle II ist zu ersehen, daB die Inaktivierung des Thrombins 
durch die Oxalate umkehrbar ist, und zwar kann man die ganze 
Thrombinaktivitat mittels Kalkzusatz wiederherstellen. Das beweist 
eben, daB bei der Thrombininaktivierung durch die Oxalatsalze, die 
Affinitat derselben zu den Kalksalzen die Hauptrolle spielt. Es handelt 
sich dabei nicht um das Ca-Ion, da das ''hrombin auch im von Ca-Ionen 
freien Medium wirksam ist, und wenn man fertiges Thrombin inakti- 
vieren will, mu8 man einen groBen Uberschu8 von Oxalatsalzen an- 
wenden. Der erste Versuch in dieser Abhandlung zeigt, daB zur In- 
aktivierung von 0,1 ccm aktivem Serum 0,7 mg Na-Oxalat nétig waren, 
daB also zur Inaktivierung von 100 ccm desselben Serums 700 mg Na- 
Oxalat verbraucht werden miBten. Dieser Menge Na-Oxalat ent- 
sprechen 121 mg CaO, also die fast zehnfache Menge von CaQ, die 
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durchschnittlich im Serum vorhanden ist! Den besten Beweis aber, 
daB es sich hier nicht um Ca-Ionen handelt, liefert der zweite Versuch, 
wo zur Inaktivierung desselben Serums, dessen Aktivitat durch Stehen- 
lassen etwas geschwacht, aber dessen Gehalt an Kalksalzen auf keine 
Weise geandert wurde, nur 0,4 mg Na-Oxalat, also nur 400 mg auf 
100 ccm Serum, gefiigt wurden. Daraus folgt, daB diese Oxalatwirkung 
nicht vom Ca-lonengehalt und auch nicht vom Ca-Gesamtgehalt, 
sondern ausschlieBlich vom Thrombingehalt abhangig ist. Da aber die 
Reaktivierung der Thrombinwirkung durch Ca-Zusatz erreichbar ist, 
mu diese Wirkung der Oxalate von einer Reaktion mit einer Ca- 
Verbindung abhangen, die den wesentlichen Thrombinbestandteil bildet. 
Die Oxalate entfernen das Ca aus dieser Verbindung und neutralisieren 
auf diese Weise das fertige Thrombin. Da die Mengenverhaltnisse bei 
dieser Reaktion ganz anders sind, wie bei der Reaktion zwischen Ca- 
Ionen und Oxalaten und auch zwischen den kristalloiden Lésungen 
der Kalkverbindungen und Oxalaten, so muB auch diese Ca-Verbindung 
andere Eigenschaften besitzen; das weist darauf hin, daB sie kolloidaler 
Natur ist. 

Es folgt aus oben Gesagtem, daB Thrombin eine kolloidale Calcium- 
verbindung ist und daB waihrend der Thrombinbildung im Serum eine 
Kalkverschiebung vom Ionenzustand in den _ kolloidalen Zustand 
erfolgt. 
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Mikromethode zur Bestimmung der einzelnen oder der gesamten 
Acetonkérper im Blute. 


Von 
Osear Cantoni. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik in Mailand.) 
(Eingegangen am 29. Marz 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren, in dieser Zeitschrift erschienenen Mit- 
teilung! veréffentlichte ich eme Mikromethode zur gleichzeitigen 
Bestimmung des praéformierten und des der Acetessigsiure entsprechen- 
den Acetons im Blute; nachstehend gebe ich eine Beschreibung fiir die 
getrennte Bestimmung der drei Acetonkérperfraktionen. 

Zur Entnahme und zur Vorbehandlung der Blutprobe verfahrt man 
genau nach den von mir empfohlenen Vorschriften. Auch die Destilla- 
tions-vorrichtung ist die- 
selbe, doch muB sie zum 
besseren _-Verstandnis 
hier noch abgebildet 
werden. 

Die Trennung des 
praformierten Acetons 
erfolgt nach Folin- 
Denis®, indem die ent- 
eiweibte, acetonkérper- 
haltige Lésung ange- 
siuert und bei niederer 
Temperatur im Luft- 
strom destilliert wird; 
die Destillation muB jedoch bedeutend verlaingert und mit besonderer 
Vorsicht durchgefiihrt werden, da die ganz kleinen Mengen Aceton sehr 
schwer aus der Ausgangslésung auszutreiben sind. Die Oxydation der p- 
Oxybuttersdure zu Aceton wird wie gewohnlich mit Chromsaure durch- 
gefiihrt; aber die Konzentrationen der Reagenzien miissen ganz andere 
sein, da nach meinen zahlreichen Vorproben die von anderen Autoren 
angegebenen durchaus unzulanglich sind. Kine gute Ausbeute erhalt man 
nur, wenn man eine sehr hohe Schwefelséure- und eine sehr niedere 
Kaliumbichromatkonzentration wahlt. Die Kolorimetrie ist durch 











' Diese Zeitschr. 274, 45, 1934. — ? J. of biol. Chem. 18, 263, 1914. 
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direkten Vergleich mit meiner Farbenskala durchzufiihren. Méchte 
man, besonders {iir ganz kleine Acetonmengen, die Zwischenwerte ge- 
nauer ermitteln, so kann man sich gréBere Mengen der sehr gut haltbaren 
Standardlésungen und einiger ihrer Verdiinnungen bereiten, und dann 
den Vergleich im Kolorimeter ausfiihren. Die zu diesem Zweck absolut 
notwendigen Verdiinnungen entsprechen 1, 2, 3, 3,5, 5, 7, 10, 14, 20 y 
Aceton. 
Gietrennte Bestimmung der drei Fraktionen. 

a) Das prdformierte Aceton: Die enteiweibte Lésung wird, wie 
gewohnlich, in den Destillierkolben eingegossen, dessen Seitenrohr innen 
ganz trocken und ohne Wasserkiihlung sein muB. Man fiigt 5 ccm 
Schwefelsiure D. 1,7 (bereitet durch Verdiinnung von 2 Vol. konzen- 
trierter H,SO, D. 1,84 mit 2 Vol. Wasser) hinzu, bringt die senkrecht 
gebogene Verlangerung des Seitenrohrs bis an den Boden einer Vorlage, 
in welcher sich 10 ccm einer frisch hergestellten 1°, igen Natriumbi- 
sulfitlésung befinden, taucht den Kolben in ein auf 40 bis 45° erwairmtes 
Wasserbad und leitet einen ziemlich raschen Luftstrom 1 Stunde lang 
hindurech. Die so in der Vorlage erhaltene Acetonbisulfitlésung wird 
spiter mit 5cem n/5 NaOH schwach alkalisch gemacht, destilliert, 
und das Destillat in tiblicher Weise weiter behandelt. 


b) Die Acetessigsiure: Nach beendigter Austreibung des Acetons 
legt man einen gew6éhnlichen 5 cem-Zylinder vor und verfahrt weiter 
nach den Vorschriften meiner ersten Mitteilung. 

ce) Die B-Oxybuttersiure: Nach Unterbrechung des _ Luftstroms 
und Entfernung der Flamme fiigt man zu der im Kolben zuriick- 
bleibenden Fliissigkeit 5cem Wasser, ersetzt den vorher benutzten 
Vorlagezylinder durch einen anderen und erhitzt wieder bis zum ersten 
Sieden. Man 6ffnet geschwind den oberen Gummistopfen und 1aBt 
1 cem 2°/,,iges Kaliumbichromat in den Kolben flieBen; danach wird 
die Destillation wie sonst durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen 
erhalt man aus 1 Aq. f-Oxybuttersdure 0,8 Aq. Aceton. 


Wenn man den Gehalt aller drei Fraktionen in mg-°,, Acetonwerte 
ausdriicken will, geschieht die Berechnung, indem man den y-Wert der 
Farbenskala fiir Aceton und Acetessigsiure mit 1,25, und den fiir p-Oxy- 
butterséure mit 1,56 multipliziert. 

Wie aus der vorherigen Beschreibung ersichtlich, ist die gesonderte 
Bestimmung des praformierten Acetons sehr miihsam und zeitraubend ; 
deshalb sollte man, wenn sie nicht fiir besondere wissenschaftliche 
Zwecke unentbehrlich ist, am besten darauf verzichten und sich mit der 
folgenden begniigen, wie es die meisten Autoren mit den Makromethoden 
auch tun; fiir praktische Zwecke reicht dies vollkommen aus. 
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Trennung der Acetonkérper in zwei Fraktionen. 


a) Das prdformierte und das aus der Acetessigsdiure entstandene 
Aceton: Diese gemischte Fraktion ist dieselbe, die man nach meinen 
friiheren Angaben bestimmt. Deshalb verfahrt man genau, wie dort 
vorgeschrieben ist, nur verwendet man statt der 5 Tropfen 50% iger 
Schwefelsiure 5cem der konzentrierteren Saure D., 1,7. 

b) Die p-Oxybuttersdure: Wie oben in ec). 

Zur Berechnung in mg-% Aceton multipliziert man mit 1,25 
bzw. mit 1,56. Will man die #-Oxyséure als solche kennzeichnen, 
so multipliziert man mit 2,80. Méchte man auch die Acetessigsdure 
als solche mitrechnen, miibte man ein gewisses konstantes Verhaltnis 
zwischen Aceton und Acetessigsiure annehmen. In Ermangelung 
sichererer _Kenntnisse, kénnte man sie sich als in aquivalenten 'Teilen 
vorhanden vorstellen, was einem Faktor von 1,72 entspricht. 


Gleichzeitige Bestimmung der gesamten Acetonkérper. 

Die mit 5 cem Schwefelsiure D. 1,7 behandelte acetonkérperhaltige 
Lésung wird in der gewoéhnlichen Destilliereinrichtung sehr vorsichtig 
zum Sieden gebracht. Hierauf erfolgt die Zugabe des einen Kubik- 
zentimeters der Kaliumbichromatlésung, was peinlichst genau und 
schnellstens zu geschehen hat, um Acetonverluste zu vermeiden. 

Die Berechnung der Kolorimetriewerte kann nur auf Grund von 
Hypothesen erfolgen. Die anderen Autoren nehmen bei der Berechnung 
an, daB drei Viertel der gesamten Acetonkérper auf die B-Oxybutter- 
siure entfallen. Unter dieser Voraussetzung berechnet man hier die 
mg-°%, Acetonwerte mit Hilfe des Faktors 1,48 oder 2,41, wenn man die 
f-Saure als solche berechnen will. Falls man auch die Acetessigsaéure fiir 
sich selbst in Rechnung zu stellen beabsichtigt, so mu8 man nach dem 
oben Gesagten das Aquivalenzverhiltnis der drei Fraktionen wie 1 : 1: 6 


annehmen, was einem Faktor von 2,56 entspricht. 
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Nachtrag zur Abhandlung' .Stabilisierung von 
Carboxylase-lésungen“. 
Von 


0. von Sehoenebeck, Berlin-Dahlem. 


In der erwihnten Abhandlung habe ich zur Stabilisierung von Carboxy- 
laselésungen mich des Glycerins bedient im Anschlu8 an die auch in meiner 
Veréffentlichung zitierten recht alten Angaben iiber die Verwendung dieses 
Stoffes zur Konservierung von Enzymen. Die alteste mir zugiingliche 
Beschreibung fand ich bei v. Wittich®, der sich noch auf friihere gleichartige 
Feststellungen bezieht. In einer somit mindestens 66 Jahre dauernden 
Periode der Benutzung von Glycerin hat sich dieses Mittel in zahlreichen 
Fallen fiir ahnliche Zwecke bewahrt, speziell auch, wie ich gleichfalls angefiihrt 
habe, fiir die Auflésung der Holozymase-komponenten, die sich im ein- 
getrockneten HefepreBsaft oder in Fallungen aus frischem Mazerationssaft 
befinden und somit Carboxylase wie Phosphatase enthalten. Allem Anschein 
nach sind diese Angaben von Schaffner, Baur und Berl iibersehen worden. 
Sie bemerken namlich*®, daB die von mir zur Stabilisierung von Carbo- 
xylase herangezogene Anwendung des Glycerins nach ihrem Prinzip* 
geschehen sei. Ich bin der Meinung, daB die Benutzung® des Glycerins, die, 
wie gesagt, seit Dezennien Allgemeingut der Knzymforscher ist, fiir die 
Bereitung von Fermentlésungen jedem unbenommen ist. Im speziellen bin 
ich auch anders vorgegangen als die erwaihnten Prager Gelehrten. Diese 
verfahren niamlich wie die alten Autoren, die das tierische oder 
pflanzliche Material unmittelbar mit wasserfreiem Glycerin behandeln, 
waihrend ich den in normaler Weise mit Wasser bereiteten Mazerationssaft 
durch nachtragliche Zugabe von Glycerin stabilisiert bzw. mit verdiinntem 
Glycerin gearbeitet habe. 


! O. v. Schoenebeck, Diese Zeitschr. 275, 330, 1935. * Pfliigers Arch. 2, 
293, 1869. — * H. 282, 214, 1935. 4H. 225, 245, 1934. 5 Sie wird zur Ex- 
traktion wie Konservierung von Fermenten in den Lehrbiichern verschiedener 
Epochen empfohlen, so bei G.v. Bunge, Lehrb. d. Physiol. 1901, 8. 195; 
S. Frankel, Deskriptive Biochemie 1907, 8.477; H.v. Buler, Chem. d. 
Enzyme 1925, S. 16; O. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem., 8. Aufl., 
1914, 8.47; 11. Aufl., 1926, S. 38; Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme 1926, 
S. 88, und a.a.O.; ferner fiir die technische Herstellung von Fermenten: 
Oppenheimer, Technologie der Fermente 1929, S. 146. 











Berichtigung 


zu der Arbeit von Alexander Janke und Franz Sekera, Die Bestimmung 
des Wasserstoffexponenten mittels des Pulfrich-Photometers?. 


Der Indikator «-Dinitrophenol wird nicht in einer Konzentration 
von m/100, sondern in einer solchen von m/500 verwendet. Es soll daher 
auf S. 366, Zeile 11 von unten richtig heiBen: ,,Das y-Dinitrophenol kam 
demnach in einer héheren Konzentration zur Verwendung als bei den 
seinerzeitigen Vorversuchen, und zwar in doppelt so starker Konzentra- 
tion als damals.** Ferner muB es auf 8S. 367, Zeile 15 von unten lauten: 
,.m/500 in 2 mol. Alkohol, hergestellt durch Lésen von 0,0368 g «-Dinitro- 
phenol in 12cem 96% igem Alkohol und Auffiillen mit dest. Wasser 
auf 100 ccm.‘ Endlich sind in den Tabellen auf S. 366 und 386 die 
gleichen Anderungen vorzunehmen. 


! Diese Zeitschr. 245, 362, 1932. 
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